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RESUMEN 

 
La aplicación de la inseminación artificial (IA) en cualquier especie requiere del 

mantenimiento del semen en condiciones no fisiológicas. En ovinos, la IA con semen 

refrigerado se encuentra más difundida que con semen congelado debido a los bajos 

porcentajes de preñez obtenidos con este último. Estos resultados se deben a la 

complejidad del cérvix de la oveja, que dificulta el paso del instrumental de IA y 

deposición del semen en la luz uterina, y a la mayor sensibilidad espermática a la 

criopreservación. Una de las razones de la baja fertilidad obtenida con semen 

congelado sería la criocapacitación, debida a una redistribución lipo-protéica de la 

membrana plasmática durante la congelación. En estudios previos del grupo se 

observó que la calidad espermática se ve afectada por el método de colecta, por lo 

que se hipotetizó que podría relacionarse al contenido de plasma seminal (PS) de los 

eyaculados y que esto, a su vez, influiría en la sensibilidad espermática a la 

criopreservación. Se compararon eyaculados obtenidos con vagina artificial (VA) y 

electroeyaculador (EE) en estado fresco y luego de la criopreservación y los 

componentes proteicos del PS. Se observó que, los eyaculados frescos obtenidos con 

EE presentaron mayor calidad, proporción de PS y contenido de proteínas totales. Ha 

sido demostrado que las proteínas del PS previenen/revierten algunos de los daños 

ocasionados por la congelación y mantienen a los espermatozoides en un estado no 

capacitado. Este efecto se debería a una fracción del PS compuesta por proteínas que 

interactúan con la superficie espermática (PPSiE), pertenecientes a una familia de 

proteínas compuestas por un doble dominio de fibronectina tipo II (FN-II). Luego de 

analizar el efecto del agregado de las PPSiE a espermatozoides criopreservados se 

observó que su adición revirtió la criocapacitación, sin diferencias entre métodos y 

estaciones de colecta. Con el objetivo de establecer si las subpoblaciones 

espermáticas influyen en el efecto de determinados tratamientos se llevó adelante su 

caracterización en semen criopreservado en base a sus características de movilidad y 

se comparó la distribución en carneros de alta y baja fertilidad. Fueron distinguidas 

cuatro subpoblaciones en el semen descongelado distribuidas diferencialmente según 

la fertilidad del reproductor. Al evaluar el efecto de las PPSiE se observó interacción 

entre el tratamiento y la estación de colecta y diferencias según el método de colecta, 

opuestamente a lo observado al analizar a la población en conjunto sin distinguir entre 

poblaciones. Destacando los inconvenientes que ocasiona ignorar la variabilidad de 

las muestras seminales. Los resultados obtenidos demostraron que las proteínas del 

PS son capaces de revertir los daños ocasionados por la criopreservación, pero 
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debido a que su concentración como la capacidad para proteger a los 

espermatozoides es muy variable, se planteó la expresión de un péptido recombinante 

compuesto por cuatro dominios de FN-II, que podría llevar adelante la actividad 

crioprotectora. Se logró expresar en E. coli una proteína compuesta por tiorredoxina, 

cuatro dominios de FN-II y un tag de histidina y se observó que esta se unió 

preferentemente a la región acrosomal y pieza media de los espermatozoides, siendo 

capaz de revertir la fosforilación en sustratos de PKA y al ser utilizada en la 

concentración 0,3 µM aumentó el porcentaje de fecundación in vitro. Los resultados 

obtenidos podrían servir para el desarrollo de estrategias biotecnológicas para mejorar 

la calidad y la capacidad fecundante del semen ovino criopreservado. 

 

Palabras clave: Plasma seminal, criopreservación, capacitación espermática. 
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ABSTRACT 

 
 

The application of artificial insemination (AI) in any species requires the maintenance of 

semen under non-physiological conditions. In sheep, AI with refrigerated semen is 

more widespread than with frozen semen due to the low percentages of pregnancy 

obtained. These results are due to the complexity of the sheep's cervix, which makes it 

difficult to pass the AI instruments and deposition of the semen in the uterine lumen 

and to the greater sperm sensitivity to cryopreservation. One of the reasons for the low 

fertility obtained with frozen semen would be cryocapacitation, due to a lipoprotein 

redistribution of the plasma membrane during freezing. In previous studies of the group 

it was observed that the sperm quality is affected by the collection method, so it was 

hypothesized that it could be related to the seminal plasma (SP) content of the 

ejaculates and that this, in turn, would influence the sperm sensitivity to 

cryopreservation. Ejaculates obtained with artificial vagina (AV) and electroejaculation 

(EE) were compared in fresh and after cryopreservation and the SP protein 

components. It was observed that, fresh ejaculates obtained with EE presented higher 

quality, proportion of SP and total protein content. It has been shown that SP proteins 

prevent/reverse some of the damage caused by freezing and keep the sperm in anon-

capacitated state. This effect is due to a fraction of the SP composed of proteins that 

interact with the sperm surface (PPSiE), belonging to a family of proteins composed of 

a double domain of fibronectin type II (FN-II). After analyzing the effect of adding the 

PPSiE to cryopreserved spermatozoa, it was observed that their addition reversed the 

cryocapacitation, without differences between methods and collection seasons. In 

order to establish how sperm subpopulations could influence the effect of certain 

treatments, their characterization in cryopreserved semen was carried out based on 

their motility characteristics, and the distribution in rams of high and low fertility. Four 

subpopulations in the thawed semen were differentially distributed according to the 

reproductive fertility. When evaluating the effect of the PPSiE, interaction between the 

treatment and the collection season was observed and differences according to the 

collection method, opposite to what was observed when analyzing the population as a 

whole without distinguishing between populations. Highlighting the inconvenience 

caused by ignoring the variability of the seminal samples. The results obtained showed 

that SP proteins are capable of reversing the damage caused by cryopreservation, but 

because their concentration as the ability to protect sperm is very variable, the 

expression of a recombinant peptide composed of four domains of FN-II was proposed 
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which could carry out the cryoprotective activity. It was possible to express a protein 

composed of thioredoxin, four domains of FN-II and a histidine tag. It was observed 

that this was preferentially bounded to the acrosomal region and middle piece of the 

sperm, being able to reverse the phosphorylation in PKA substrates and when used in 

the concentration 0.3 μM increased the percentage of in vitro fertilization. The results 

obtained could be used to develop biotechnological strategies to improve the quality 

and fertility of cryopreserved sheep semen. 

 

Keywords: Seminal plasma, cryopreservation, sperm capacitation. 
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1.1. Anatomía y fisiología del espermatozoide de mamífero 

 

El espermatozoide es la gameta masculina, producida en el epitelio de los 

túbulos seminíferos de los testículos durante un proceso fisiológico denominado 

espermatogénesis. Es una célula haploide, altamente especializada, cuya función 

es transportar la información genética del macho hacia la gameta femenina. 

Esta célula tiene una longitud de 135µm y se compone de una cabeza y una 

cola, ambas unidas por una zona estrecha denominada cuello o porción intermedia, 

delimitadas en su conjunto por la membrana plasmática (MP) (Fig.1). La forma y 

dimensiones de la cabeza y la cola varían según la especie. El espermatozoide 

ovino tiene forma de espátula, una cabeza chata de forma oval de 8µm de largo y 

menos de media micra de espesor (Curry et al., 1996). 

La cabeza está constituida principalmente por el núcleo, dentro del cual se 

halla el material genético necesario para la fecundación del ovocito. El ADN se 

encuentra muy condensado con la finalidad de ocupar el menor espacio posible. 

Esto se logra gracias a que las proteínas específicas que unen el ADN, llamadas 

histonas, en los espermatozoides fueron reemplazadas por protaminas, lo que 

permite reducir el volumen de la célula y aumentar sus propiedades hidrodinámicas, 

favoreciendo el proceso de fertilización (Ramalho-Santos et al., 2007). La cabeza 

se encuentra rodeada en sus 2/3 anteriores por una envoltura especial derivada del 

aparato de Golgi, llamada saco acrosomal o acrosoma. El acrosoma de un 

espermatozoide maduro se puede definir en términos de varios compartimentos 

estructurales. La vesícula acrosomal intacta está rodeada por una membrana 

continúa compuesta por una membrana acrosomal externa y una interna. La 

membrana externa se asocia estrechamente con la membrana plasmática que 

recubre el acrosoma y la interna está pegada a la membrana nuclear (Eddy; 

O’Brien, 2006). La luz acrosomal contiene componentes solubles y una estructura 

llamada matriz acrosomal (Kim et al.,2001; Buffone et al., 2008). Durante la 

exocitosis acrosomal, la membrana acrosomal externa y la membrana plasmática 

se fusionan para formar vesículas que se desprenden de los espermatozoides, 

revelando la membrana acrosomal interna como un nuevo dominio de la membrana 

plasmática. Tras esta fusión los componentes solubles del acrosoma se difunden 

libremente mientras la matriz acrosomal permanece expuesta en la superficie del 

espermatozoide hasta que se descompone y sus componentes se liberan. El 

acrosoma es crítico para la fertilización de mamíferos. Los espermatozoides deben 
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tener acrosomas adecuadamente formados para ser funcionales en el proceso de 

fertilización. Se ha observado, tanto en humanos como en ratones, que las 

mutaciones que afectan la formación o función del acrosoma generan infertilidad o 

subfertilidad severa (Dam et al., 2007; Lin Y-Net al., 2007).Los espermatozoides de 

los mamíferos deben someterse a una exocitosis acrosómica para penetrar en la 

zona pelúcida (ZP) que rodea al óvulo (Ikawa et al., 1997). Después de la 

exocitosis, la región posterior del acrosoma, conocido como el segmento ecuatorial, 

se involucra en la fusión de la membrana con el ovocito (Oura; Toshimori, 1990). 

El cuello (o pieza de unión) es corto (0,5 µm) y contiene el centriolo 

proximal, esta zona es propensa a sufrir perturbaciones en el proceso de 

maduración durante el tránsito epididimario.  

La cola o flagelo es proporcionalmente larga y es la que permite realizar los 

movimientos para su traslación. Puede dividirse en tres regiones: pieza intermedia, 

pieza principal (de mayor longitud) y pieza terminal. Internamente, el flagelo, se 

encuentra recorrido por un par de microtúbulos centrales rodeados por otros nueve 

pares de microtúbulos, cercados, a su vez, por nueve fibras externas más gruesas. 

En la pieza intermedia se encuentra una agrupación de mitocondrias en forma de 

cinturón (vaina mitocondrial), que se ubica entre las fibras gruesas y la MP. Las 

mitocondrias, a través de sistemas enzimáticos, son las encargadas de proveer la 

energía necesaria para el movimiento (Eddy; O´Brien, 2006). Las fibras externas 

son contráctiles y los microtúbulos sirven para conducir el impulso a lo largo de la 

cola.  

El movimiento del conjunto de gametas genera una onda de masa visible 

macroscópicamente, que también puede ser evaluado microscópicamente de 

acuerdo a la velocidad de las olas u ondas generadas (movilidad masal 

microscópica). Los espermatozoides ovinos sanos y vitales se desplazan a una 

velocidad aproximada de 100µm/min a 37ºC. 

El espermatozoide posee un metabolismo de neta degradación ya que toma 

sustancias del medio líquido que lo rodea o de su propia estructura y con ello 

genera la energía necesaria para su movimiento. La toma de oxígeno refleja el 

consumo de estas sustancias y es aproximadamente de 5-20 µl por cada mil 

millones de células/hora, pero este consumo y, por ende, su actividad, varían con la 

temperatura, razón por la cual, es necesario mantener constante la temperatura del 

semen destinado a evaluación, utilización directa o preservación. 
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Figura 1. Estructura de un espermatozoide de mamífero (adaptado de Arthur S.H. 
Wu, Oregon State University) 

 

1.1.1. Composición de las membranas espermáticas 

 

La membrana plasmática (MP) actúa como barrera estructural e interface de 

comunicación con el medio extracelular, transmitiendo señales bioquímicas 

originadas de interacciones entre el ligando y el receptor (Olden et al.,1985). La 

integridad de la MP es de vital importancia para el correcto funcionamiento del 

espermatozoide, debido a su limitada capacidad biosintética y elevada 

especialización (Parks; Graham, 1992). Tal es así, quela integridad de la MP se 

considera un elemento fundamental para el éxito de la fecundación. Por lo tanto, 

tiene algunas particularidades con respecto a las MP de las células somáticas. 

El modelo básico de membranas biológicas según Singer y Nicholson (1972) 

es el de una bicapa lipídica conformada por glicoproteínas y glicolípidos unidos por 

interacciones no covalentes, su fluidez y permeabilidad selectiva son cualidades 

muy importantes, que se deben a su composición de abundantes fosfolípidos y 

proteínas asociadas. 
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Los lípidos componen el 30-50% de la membrana, están íntimamente 

involucrados en la transducción de señales y pueden modular la función de las 

proteínas. Estos se encuentran anclados a su posición, aspecto que resulta 

importante para la fertilización, ya que la fusión de los gametos masculino y 

femenino requiere la participación particular de un microambiente lipídico. El 

conjunto de lípidos es muy importante en la regulación de los cambios de la 

composición de la MP de los espermatozoides durante los procesos de maduración 

y capacitación (Sanocka; Kurpisz, 2004).  

La composición lipídica de la MP de los espermatozoides es notablemente 

diferente a las MP de las demás células somáticas (Martínez; Morros, 1996). Se ha 

determinado que en su superficie existe un alto nivel de fosfatidiletanolamina, 

fosfatidilcolina, difofatidilglicerol, esterol y lípidos neutros, que representan el 70-

80%, así como un alto nivel de ácidos grasos y glucolípidos. Jones y Mann (1977) 

observaron que en todos los fragmentos de la MP espermática el ácido graso 

poliinsaturado docosahexaenóico es altamente predominante, con lo cual, se le 

adjudicó un rol imprescindible en la regulación de la fluidez de la MP (Martínez; 

Morros, 1996).  

A su vez, existen diferencias entre especies. La MP de los espermatozoides 

ovinos difiere de las de otras especies como bovinos y humanos, ya que el 

espermatozoide ovino posee niveles muy elevados de fosfolípidos y ácidos grasos 

poliinsaturados y niveles muy bajos de colesterol.La relación ácidos grasos 

poliinsaturados/saturados (fosfolípidos/colesterol) podría influir en la sensibilidad de 

la MP al daño debido a las bajas temperaturas. Darin-Bennett y White (1975) 

establecieron una relación molar alta de colesterol: fosfolípidos en la MP de 

espermatozoides humanos y de conejos en comparación con la relación molar del 

ovino y bovino (1:0 y 0:4, respectivamente). Esta relación elevada tendría su origen 

en una membrana más compacta y menos permeable, como es el caso de las dos 

primeras especies. 

Las proteínas realizan diversas funciones, entre ellas, transportar moléculas 

específicas hacia el interior y exterior de la célula; actuar como enzimas o 

catalizadores de reacciones y actuar como receptores en la transducción de 

señales. La distribución de las proteínas en la MP también cambia marcadamente 

entre la cola, la pieza media y el acrosoma. Cuando se comparan las proteínas de 

la MP espermática con las de otros tipos celulares, los espermatozoides 

probablemente exhiben el más alto grado de polaridad, reportándose entre las 
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proteínas específicas de la membrana espermática: -1,4 galactosiltransferasa, 

fucosiltransferasa,-d-manosidasa, sp56, p95, entre otras (Benoff, 1997). 

La MP de los espermatozoides de mamíferos está compartimentada en 5 

regiones o macrodominios principales (Fig. 2). En la zona de la cabeza se 

distinguen 3 de ellos, cubriendo las regiones acrosomal, ecuatorial y 

postacrosómica y en el flagelo se evidencian dos, que corresponden a la pieza 

intermedia y a la principal. Estos sitios se diferencian bioquímica y funcionalmente 

entre sí y cada uno contiene una dotación definida de proteínas y lípidos (Holt; 

North, 1984). Dentro de estos compartimentos se encuentran los rafts lipídicos, 

microdominios de membrana enriquecidos en colesterol y esfingolípidos, que 

poseen un elevado nivel de compactación y confieren un alto punto de fusión y un 

fuerte carácter de insolubilidad a detergentes no iónicos a bajas temperaturas. 

Además de éstos, se encuentran los microdominios de proteínas, formados por 

moléculas muy dinámicas en respuesta a los estímulos externos (temperatura) e 

internos (reordenamiento del citoesqueleto) (Edidin, 1997). Los macrodominios 

antes citados son establecidos durante la diferenciación testicular y han sido 

identificados en espermatozoides de diferentes especies (Girouard et al., 2008) y 

relacionados con la capacitación espermática (Shadan et al., 2004; Van Gestel et 

al., 2005). 

La primera separación entre la MP que recubre la cabeza y la cola está dada 

por una alineación de proteínas transmembranales que forman el cuello o anillo 

posterior, mientras que la segunda, entre la pieza intermedia y la principal del 

flagelo, se debe a la presencia de un anillo. En la gameta madura ambas 

estructuras parecieran jugar un rol importante durante la maduración y capacitación 

espermáticas (Bartles, 1995; Wolf, 1995). 
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Figura 2. Representación esquemática del espermatozoide y sus dominios. A: 
Divisiones en la cabeza: apical, pre-ecuatorial, ecuatorial y post-ecuatorial. B, C y D: 
Representan cortes transversales de la célula. 1: membrana plasmática. 2: membrana 
acrosomal externa. 3: contenido del acrosoma. 4: membrana acrosomal interna. 5: 
envoltura nuclear. 6: núcleo. 7: anillo posterior. 8: pieza intermedia. 9: mitocondrias. 
10: anillo anular. 11: flagelo. 12: vesícula tras la fusión de la membrana plasmática con 
la membrana acrosomal externa. 13: secreción acrosomal. 14: estructura formada de 
la fusión de la membrana plasmática y la membrana acrosomal interna (Extraído de 
Flesch; Gadella, 2000). 

 
 

1.2. Capacitación espermática 

 

Los espermatozoides de los mamíferos, luego de la maduración a lo largo 

del epidídimo, son almacenados en la cola de este órgano donde se encuentran 

inmóviles y estables, adquieren la movilidad posteriormente, al ser eliminados con 

el eyaculado en un proceso condicionado por los constituyentes del plasma 

seminal. Luego, los espermatozoides móviles, pero aún incapaces de fecundar al 

ovocito logran esta aptitud tras un tiempo de permanencia en el tracto genital de la 

hembra, a través de un fenómeno fisiológico denominado capacitación, que 

involucra cambios estructurales, bioquímicos y fisiológicos que causan la 

reorganización de las proteínas y lípidos presentes en su MP (Cross, 2003; 2004; 

Harrison; Gadella, 2005). Entre los eventos más importantes que ocurren en el 

espermatozoide dentro este proceso se encuentran la alteración de la relación 

colesterol/fosfolípidos de la MP, ya que sale colesterol, lo que ocasiona incremento 

en la fluidez de la misma, de su permeabilidad y de la capacidad de fusionarse. La 

depleción del colesterol parece ser el evento disparador en la cascada de cambios 
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iónicos intracelulares y vías de señalización (Yeagle, 1991); activación de los 

canales de Ca++ y de Na / K+, con el subsecuente aumento de la concentración de 

Ca++ intracelular (Arnoult et al., 1996); fosforilación del residuo de tirosina de las 

proteínas (Flesch et al., 1999);aumento del AMPc yactivación de la cascada de 

segundos mensajeros, con la consiguiente generación de radicales libres. Estos 

radicales libres o especies reactivas de O2 (ROS), juegan un rol importante en la 

cascada de eventos que llevan a la capacitación, aunque cuando su producción es 

exagerada puede tener un efecto tóxico para la célula debido a su elevada 

reactividad. La toxicidad se relaciona con la ionización y consecuente inactivación 

de proteínas, daño del ADN y peroxidación de los lípidos insaturados. Los 

espermatozoides son particularmente susceptibles al daño oxidativo porque poseen 

en sus membranas una gran cantidad de lípidos insaturados, por su incapacidad de 

resintetizar componentes de membrana y por la limitada capacidad de sus sistemas 

antioxidantes. La peroxidación de los lípidos desestabiliza las membranas lo que 

conlleva a la muerte celular (De Lamirande et al., 1998).   

El estado de capacitación puede ser determinado in vitro mediante pruebas 

de fertilización, inducción de la reacción acrosómica en respuesta a agentes 

biológicos (ZP, progesterona), y por la medición de signos moleculares de 

capacitación como el incremento de calcio mediante la prueba de la Clortetraciclina 

(Prueba de la CTC) (Pérez et al., 1996) y la evaluación de la actividad de PKA y 

tirosina-quinasas mediante la detección de fosforilación en residuos Ser/Thr y Tyr 

respectivamente. La capacitación da lugar finalmente a dos grandes procesos 

fisiológicos: la hiperactivación y la reacción acrosomal. 

 

1.3. Hiperactivación espermática 

 

La capacitación espermática está relacionada con un cambio en el 

movimiento del espermatozoide, más específicamente del flagelo, desde un tipo de 

movimiento progresivo hacia movimientos vigorosos similares a los golpes de un 

látigo, este cambio es conocido como hiperactivación espermática (Chamberland et 

al., 2001). La hiperactivación se caracteriza por un movimiento flagelar marcado, 

movimiento de la cabeza del espermatozoide hacia los lados y una trayectoria no 

lineal (Baldi, 1996). Hay ejemplos de casos en los que la capacitación y la 

hiperactivación pueden disociarse experimentalmente (Neill; Olds-Clarke, 1987), 
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pero todavía no se puede argumentar que la hiperactivación represente un evento 

completamente independiente del proceso de capacitación (Suarez, 1996).  

 

1.4. Reacción acrosomal 

 

La reacción acrosomal es un proceso vital para la penetración espermática a la 

zona pelúcida y para la posterior fusión del espermatozoide con la MP del ovocito. Se 

postula que cambios en la permeabilidad de la MP al Ca++ dispararían una señal de 

inicio para la reacción acrosomal. El aumento intracelular de este ion induciría un 

aumento del AMPc con la consiguiente activación de las fosfolipasas (A2, C) asociadas 

a la membrana. Así, durante la reacción acrosomal ocurre una fusión y vesiculación de 

la MP y membrana acrosomal externa, con la consiguiente exocitocis de las enzimas 

del acrosoma (hialuronidasa y proteasas como acrosina) (Gadella, 2008). Esta fusión 

resulta en la liberación del contenido acrosomal y la exposición de nuevos dominios de 

membrana, esenciales para la fertilización. En la actualidad existen reportes 

contradictorios acerca del lugar de ocurrencia de la reacción acrosomal. Se ha puesto 

en discusión si la misma se inicia antes o luego de que el espermatozoide se una a la 

zona pelúcida, aunque sí se conoce que es un requerimiento imprescindible para la 

fusión de gametas (Jin et al., 2011; Yanagimachi, 2011; Klinovska et al., 2014)y 

revisado en (Buffone et al., 2014).Únicamente los espermatozoides capacitados, son 

capaces de penetrar las células del cúmulus (capa de células foliculares que rodea al 

ovocito), unirse al receptor espermático en la superficie del ovocito y desencadenar la 

reacción acrosomal permitiéndole al espermatozoide la penetración hacia el espacio 

perivitelino y la exposición de ciertas regiones de su cabeza que participan en la fusión 

con el ovocito durante la cual se establece una continuación entre los citoplasmas de 

ambas gametas (Evans, 2012; Okabe, 2013; Klinovska et al., 2014).   

La capacitación espermática y reacción acrosomal están encadenados y 

finalizan con la fecundación del ovocito o con la muerte del espermatozoide. Por lo 

tanto, si ocurren de manera anticipada, se producirá una asincronía con el momento 

de la ovulación, comprometiéndose la fertilización (Yanagimachi, 1994).  
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1.5. Mecanismo general de la fertilización 

 

La fertilización es un proceso complejo que involucra múltiples etapas, las 

cuales culminan en la fusión de las membranas, de los citoplasmas de las gametas 

y finalmente de sus genomas. Únicamente los espermatozoides capacitados, son 

capaces de penetrar las células del cúmulus (capa de células foliculares que rodea 

al ovocito), unirse al receptor espermático en la superficie del ovocito y 

desencadenar la reacción acrosomal permitiéndole al espermatozoide la 

penetración hacia el espacio perivitelino y la exposición de ciertas regiones de su 

cabeza que participan en la fusión con el ovocito durante la cual se establece una 

continuación entre los citoplasmas de ambas gametas (revisado en (Evans, 2012; 

Okabe, 2013; Klinovska et al., 2014). 

Si bien la fusión es un evento clave, aun no se conoce completamente el 

mecanismo ni la maquinaria fusogénica exacta que está involucrada. En los últimos 

años, se han focalizado los esfuerzos en identificar a las moléculas protagonistas 

en este proceso. Se conoce que la proteína IZUMO1 del espermatozoide es crucial 

en la fusión, observándose que ratones knock-out son completamente infértiles 

dada la imposibilidad de los espermatozoides de fusionar (Inoue et al., 2005). Si 

bien se ha encontrado que varias proteínas interactúan lateralmente con IZUMO1 

en la membrana espermática (Ellerman et al., 2009), JUNO, es la única proteína del 

oolema reportada que interactúa sólidamente, aunque la combinación exacta de 

causas/efectos aún no está del todo clara.  

1.6. Inseminación artificial 

 

La inseminación artificial (IA) es la herramienta biotecnológica más 

importante que contribuye al desarrollo de la producción animal. A través de esta 

técnica un eyaculado de un reproductor genéticamente superior puede ser utilizado 

para fecundar múltiples hembras y así mejorar la genética de la cría.  

La criopreservación de semen ha incrementado las ventajas de la IA sobre 

la reproducción natural, ya que permite la preservación de genes de importancia 

para su uso futuro, facilita el transporte de las gametas a través de largas 

distancias, reduce costos al disminuir el número de animales en el campo, permite 

que un gran número de hembras puedan ser inseminadas en diferentes momentos 

del año y proporciona un seguro contra la pérdida de un reproductor en particular. 
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La aplicación de la IA con semen congelado ha alcanzado el mayor impacto en los 

programas de mejoramiento genético de la especie bovina logrando elevadas tasas 

de preñez, mediante la combinación de la buena calidad del semen luego de su 

criopreservación y la practicidad de la técnica, que permite depositar el semen 

directamente en el útero. Sin embargo, en la especie ovina el uso masivo de la IA 

se limita a la aplicación de semen fresco/refrigerado depositado por la vía cervical, 

ya que el empleo de semen congelado/descongelado por la misma vía genera 

porcentajes de preñez que no superan el 40% (Maxwellet al., 1999; Gil et al., 2003; 

Donovan, 2004).  

Las bajas tasas de preñez utilizando semen congelado en ovinos se deben 

principalmente a dos factores, por un lado, a la compleja anatomía del cérvix de la 

oveja que, a diferencia de lo mencionado en bovinos, impide la deposición del 

semen directamente en la luz uterina. Por otro lado, como consecuencia de los 

procesos de congelación y descongelación, la vida media de los espermatozoides 

se ve reducida y su capacidad fecundante alterada. Una alternativa para aumentar 

los porcentajes de preñez obtenidos con semen congelado en ovinos es la 

aplicación de IA por la vía laparoscópica. Esta práctica consiste en la deposición de 

semen congelado/descongelado directamente dentro del útero de la oveja, logrando 

sortear la barrera que supone el cérvix uterino. Su ventaja principal es la obtención 

de altos valores de preñez (60/70 %). Sin embargo, presenta varias dificultades 

como el estrés que provoca en los animales debido a su invasividad, sus elevados 

costos y la necesidad de contar con personal calificado y equipamiento 

especializado. Por lo tanto, la mejora de la sobrevida y la disminución de las 

lesiones debidas a la criopreservación aumentarían la capacidad fecundante del 

semen posibilitando su uso por vía cervical. 

 

1.7. Congelación de semen: características generales 

 
La congelación es una técnica mediante la cual se puede conservar una célula 

a temperaturas extremadamente bajas, permitiendo que su metabolismo se reduzca 

absolutamente sin que pierda su potencial vital (Watson, 1986). Según Santiani (2003) 

involucra los siguientes pasos:  

• Reducción de la temperatura 

• Deshidratación celular 
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• Congelación 

• Descongelación 

 

El objetivo de la criopreservación de semen es conservar el poder fecundante 

de los espermatozoides a través del mantenimiento latente de un metabolismo celular 

activo para producir energía y llevar a cabo las funciones espermáticas (Abdelhakeam 

et al., 1991). 

Hasta el momento no se ha desarrollado ningún protocolo de congelación que 

garantice la total integridad de las estructuras que deberían ser conservadas. El daño 

celular es el principal impedimento para una criopreservación exitosa, con lo cual, la 

fertilidad obtenida con semen congelado es mucho menor que con semen fresco 

(Watson, 2000).  

Los espermatozoides de los mamíferos son sensibles al enfriamiento. Sin 

embargo, esta sensibilidad es especie-específica, por un lado, debido a la forma y 

tamaño de cada espermatozoide y por el otro, debido a las características biofísicas y 

bioquímicas de las membranas plasmáticas que difieren entre especies e individuos de 

la misma especie (Curry, 2007). Los espermatozoides ovinos son más sensibles al 

daño estructural (físico) que los de otras especies como bovinos, conejos y humanos. 

Se ha demostrado que esto responde, en parte, a la composición lipídica de sus 

membranas plasmáticas que presentan una mayor relación ácidos grasos 

poliinsaturados /saturados con bajo contenido de colesterol (White, 1993). Por lo tanto, 

los sistemas de congelación no son extrapolables entre las distintas especies.  

 

1.7.1. Efecto del descenso térmico sobre las estructuras celulares 

 
Los procesos de criopreservación ocasionan un nivel de estrés celular que 

varía según la magnitud del descenso térmico al que son expuestas las células e 

incluye dos tipos de estrés debidos al: 

1.7.1.1. Choque térmico o cold shock 

 
Se denomina así, al daño que exhiben las células espermáticas ante una 

rápida disminución de la temperatura, en un rango que oscila entre los 30 y los 0 °C 

(Watson, 1995). En general, la mayor severidad de los efectos negativos en 

espermatozoides ovinos se observa a los 15 °C y depende de la composición lipídica 
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de sus membranas. Para que se lleve a cabo esta alteración es importante el 

gradiente térmico y el tamaño de la célula. Este shock causa una pérdida irreversible 

de la movilidad espermática, daño y liberación de fosfolípidos con la consiguiente 

pérdida de permeabilidad selectiva y aumento de fluidez de las membranas. 

Ultraestructuralmente se manifiesta por disrupción de las membranas acrosomales y 

alteración de la función metabólica. Estudios con microscopía electrónica en 

espermatozoides sometidos a cold-shock revelaron disrupción de las membranas 

plasmáticas por sobre el acrosoma, la pieza media y el flagelo. En cuanto a las 

mitocondrias, mientras que sus membranas se mantienen intactas, en su interior se 

forman crestas pálidas y la matriz se condensa extremadamente (Simpson et al., 

1986). 

 

1.7.1.2. Congelamiento 

 
La estabilidad celular solo puede ser mantenida a temperaturas por debajo de 

los -130 ºC, temperatura a la cual no se detectan reacciones bioquímicas ni energía 

térmica dentro de la célula, tampoco existen evidencias de que puedan ocurrir cambios 

de índole genético. A temperaturas mayores, puede permanecer agua intracelular sin 

congelar, lo cual permite funciones metabólicas, causando degradación de la célula 

(Mazur, 1984). Por lo tanto, el problema en la criopreservación no está dado por la 

habilidad del espermatozoide para mantenerse viable a temperaturas menores a -130 

ºC, sino por el daño que ocurre durante el congelamiento y descongelamiento. Este 

daño depende de la velocidad a la que ocurran dichos procesos. 

Cuando la temperatura desciende por debajo de los -5ºC comienzan a 

formarse cristales extracelulares de agua pura, aumentando la concentración de sales 

en la porción de agua sin congelar (Pegg, 2007). Mazur (1984) sugirió que con tasas 

de congelación menores a la óptima (5 ºC/min), las células estarían expuestas por un 

tiempo muy prolongado a concentraciones elevadas de solutos, sufriendo las 

consecuencias del aumento de pH y osmolaridad. La gran concentración de sales que 

queda en la porción no congelada causa la pérdida de proteínas de la membrana 

plasmática lo que somete a la célula a estrés osmótico y deshidratación (Watson; 

Duncan, 1988). Inversamente, a tasas de congelación superiores a la óptima (10-20 

ºC/min), el tiempo para que el agua salga de la célula es insuficiente, los cambios de 

volumen ocurren tan rápido que no le permiten a la membrana adaptarse. Por otro 
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lado, se forman cristales intracelulares muy pequeños que dañan mecánicamente a la 

célula. Estos cristales son termodinámicamente inestables, por lo que al ser 

descongelados tienden a agruparse (recristalización) y formar cristales más grandes, 

que resultan letales (Watson, 1986). Aunque hasta el momento no se conoce con 

exactitud de qué manera el proceso de recristalización daña a la célula. Fahy (1986) 

planteó que la célula se vuelve menos tolerante a los cambios bruscos de volumen y 

concentración cuando se encuentra a temperaturas por debajo de -5 ºC.  

En síntesis, es de vital importancia encontrar la tasa óptima de enfriamiento, ya 

que esta debe ser lo suficientemente lenta como para permitir que ocurra la 

deshidratación celular ordenada y al mismo tiempo, debe ser lo suficientemente rápida 

para prevenir el efecto negativo que tiene el aumento de la osmolaridad por la 

formación de cristales extracelulares.   

 

1.7.1.3. Estructuras espermáticas perjudicadas durante la congelación 

 
La criopreservación de semen se asocia con alteración de la función 

espermática en general (Said et al., 2010), disrupción de la actividad enzimática 

(Thundathilet al., 1999), pérdida de fosfolípidos y proteínas de membrana, lo que 

afecta su permeabilidad selectiva y fluidez y en consecuencia genera disminución de 

la viabilidad espermática. Los daños producidos por efecto de la exposición a 

temperaturas descongelación pueden ser físicos y bioquímicos o funcionales. Los 

daños físicosvan siempre acompañados de cambios bioquímicos e incluso con pérdida 

de contenido esencial (Salamon; Maxwell, 1995). 

El daño ultraestructural es más severo en espermatozoides ovinos que bovinos 

y las estructuras más afectadas son las membranas plasmáticas y acrosomales, el 

acrosoma, la vaina mitocondrial y el axonema (Holt; North, 1984). 

La membrana plasmática y acrosomal externa son las piezas más sensibles de 

los espermatozoides (Krogenaes et al., 1994), por lo que, al hablar de crioinjurias se 

deben considerar sus propiedades termodinámicas y estructurales, ya que estas 

contienen un ordenamiento inusual de lípidos (Parks; Graham, 1992).  

Con la congelación/descongelación se produce un reordenamiento de las 

cadenas de fosfolípidos, formándose regiones cristalinas. En algunas de estas 

regiones quedan líquidos sin congelar donde las proteínas se reagrupan y construyen 

puntos de comunicación que alteran la fluidez de la membrana (Parks; Graham, 1992). 
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Estudios realizados antes, durante y después de la congelación han demostrado que 

entre los 10 y 16 °C ocurre transición en los fosfolípidos de membrana desde una fase 

líquida-cristalina a una fase de gel (Grossmann; Santaló, 1991), volviéndose las 

membranas más rígidas, con migración lateral de fosfolípidos, reordenamiento de 

componentes de membrana y separación de fase en los lípidos (De Leeuw et al., 

1990). Estas alteraciones predisponen a las membranas a fusionarse, lo que afecta la 

actividad de las proteínas y la permeabilidad de las membranas al agua y a los 

solutos. El efecto dañino de esta separación depende de la combinación de elementos 

de membrana, de la relación colesterol/fosfolípidos y del grado de saturación de las 

cadenas hidrocarbonadas. Luego de la descongelación, estas alteraciones son sólo 

parcialmente revertidas.  

Entre los daños físicos a nivel ultraestructural también se pueden mencionar el 

daño en las membranas debido a la oxidación de los lípidos y a los cambios bruscos 

de temperatura y volumen (Devireddy et al., 2002), así como también, el daño debido 

a la formación/disolución de cristales de hielo (Hammerstedt et al., 1990). Muldrew y 

McGann (1990) postularon que la ruptura de la membrana sería causada por la fricción 

del agua pasando rápidamente a través de ella, lo cual excedería su capacidad para 

conducirla. La ruptura de la membrana permitiría la entrada de hielo al interior de la 

célula por lo que, el hielo intracelular, sería más una consecuencia que una causa del 

daño.   

Las alteraciones observadas en el axonema podrían ocasionar cambios en el 

transporte y permeabilidad de la membrana plasmática de la región del flagelo 

ocasionando disminución de la movilidad. Según Courtens et al. (1989) el axonema 

sería una de las porciones más afectadas durante la congelación, pero se reconstruiría 

durante la descongelación.  

Las mitocondrias son organelas muy importantes en la homeostasis 

espermática, cuya actividad ha sido correlacionada con su movilidad y potencial 

fecundante. Su arquitectura se altera con la criopreservación, lo que provoca la 

disminución de los fenómenos de fosforilación oxidativa y transporte de protones, con 

la consecuente disminución de la producción de ATP (Watson, 1995). La injuria 

mitocondrial puede ser un factor que reduce la capacidad fecundante del semen ya 

que los espermatozoides congelados/descongelados tienen mayor inhabilidad para 

cruzar el cérvix (Winsor; White, 1995). 
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Otra estructura que se daña durante la criopreservación es el citoesqueleto, 

muchas de sus proteínas presentan polimerización y despolimerización según la 

temperatura, lo que podría tener implicancias significativas en la función del 

espermatozoide.  

A causa de la congelación/descongelación también ocurren alteraciones 

bioquímicas en el espermatozoide, tales como pérdida de lipoproteínas y aminoácidos, 

disminución de la actividad de lasenzimas del acrosoma, liberación de la enzima 

glutámico oxalacético transaminasa (GOT), disminución de la actividad de las 

fosfatasas, aumento del contenido de sodio y disminución de potasio y pérdida de 

prostaglandinas (Salamon; Maxwell, 1995). Al descender la temperatura por debajo de 

los 0 ºC disminuye la actividad de la bomba Na-K+ de la MP y la formación de ATP. 

Esto causa que el K+ que sale de la célula fluya a una tasa mayor de la que entra, con 

lo cual la concentración de K+ intracelular disminuye y la relación Na+-K+ se altera 

(Salamon; Maxwell, 1995). Esto causa una despolarización parcial de la membrana 

abriéndose los canales de Ca++, con el consecuente influjo de este ion, el cual activa 

las fosfolipasas, ocasionando una alteración general de las membranas (Bailey et 

al.,2003). 

En muchas especies han sido descriptas otras alteraciones bioquímicas como 

modificaciones en la estructura de la cromatina como consecuencia de la 

desnaturalización del ADN (Gillan; Maxwell, 1999). Estos cambios bioquímicos y físico-

ultraestructurales ocasionados por la congelación pueden ser los responsables de la 

disminución de la integridad funcional, supervivencia in vivo y capacidad fecundante 

de los espermatozoides (Salamon; Maxwell, 2000). 

 

1.7.1.4. Criocapacitación  

  
Entre los daños que genera el proceso de criopreservación en las células 

espermáticas quizás el más importante es el denominado “criocapacitación” (Reddy et 

al., 2010), ya que ocasiona cambios similares a los que ocurren durante la 

capacitación in vitro. Algunos de estos cambios son la reorganización de las 

membranas, el aumento del Ca++ intracelular y la fosforilación de tirosina de las 

proteínas (Kumar; Atreja, 2012; Singh et al., 2012). Mientras que la reorganización de 

la membrana y el aumento de Ca++ intracelular son muy similares en ambos procesos, 
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la fosforilación de las proteínas tiene un patrón diferencial y no se considera como una 

capacitación verdadera (Green, Watson 2001). Pérez-Pé et al. (1996) demostraron a 

través de la prueba de la clortetraciclina que los espermatozoides ovinos 

criopreservados experimentan capacitación más rápidamente que los recién 

eyaculados o frescos. Adicionalmente, Cormier et al. (1997) también confirmaron este 

efecto luego de observar que los espermatozoides criopreservados tenían la 

capacidad de fecundar ovocitos in vitro sin la necesidad de ningún tratamiento previo, 

como es requerido regularmente. 

El mecanismo molecular por el que ocurre fosforilación de proteínas durante la 

criopreservación aún no se conoce completamente. Se sabe que la criopreservación 

genera fluctuaciones de temperatura y deshidratación celular que inducen la 

reorganización de los componentes lipídicos de las membranas, con pérdida de ácidos 

grasos poliinsaturados y de colesterol (Maldjian et al., 2005; Chakrabarty et al., 2007). 

Este daño inicial es suficiente para disparar la criocapacitación en los 

espermatozoides. La reorganización de las membranas aumenta su permeabilidad al 

agua y al Ca++ (Hagiwara et al., 2009; Oldenhof et al., 2010), activando la adenilato 

ciclasa que en consecuencia incrementa la generación de AMPc y 1,2 diacilglicerol, lo 

que resulta en capacitación a través del desencadenamiento de fosforilación 

(Kumaresan et al., 2012; Singh et al., 2012).  

Estudios previos reportaron que la reorganización estructural de la membrana de 

la cabeza espermática afecta negativamente su capacidad de interactuar con las 

células del tracto genital femenino y, por lo tanto, disminuyen su habilidad para 

adherirse a las células epiteliales del oviducto, al mismo tiempo que disminuye la vida 

media del espermatozoide (Bailey, 2003; Thomas et al., 2006).Harrison (1996) 

describió a la criocapacitación como una “ventana” de desestabilización dentro de la 

cual los espermatozoides adquieren la capacidad de fecundar, pero son susceptibles a 

la degeneración de las membranas y a sufrir una reacción acrosómica espontánea si 

no logran fecundar.  

La fase de descongelación es tan importante para la supervivencia de los 

espermatozoides como la fase de congelación, ya que deben volver a atravesar la 

zona de temperatura crítica. El efecto depende de que la tasa de congelación haya 

sido suficientemente alta como para inducir el congelamiento intracelular o lo 

suficientemente lenta como para provocar la deshidratación celular (Parks; Graham, 

1992). En el primero de los casos, es requerida una descongelación rápida para 
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prevenir la recristalización del hielo intracelular presente en el espermatozoide (Mazur; 

Miller, 1976). La exposición abrupta y por un corto periodo a la elevada concentración 

de solutos y al glicerol, provoca una restauración del equilibrio intra y extracelular más 

rápida que en la descongelación lenta, sin embargo, Morozov (1959) propuso que el 

concepto de que cuanto más elevada la tasa de congelación más elevada debe ser la 

tasa de descongelación sólo se aplica al procesar volúmenes muy pequeños de 

semen. 

 

1.8. Plasma seminal 

 

El plasma seminal (PS) es la porción líquida del eyaculado. Es un complejo 

biológico compuesto en una mínima proporción por fluido epididimario y casi en su 

totalidad por fluidos secretados por las glándulas sexuales accesorias (bulbo-uretrales, 

próstata y vesículas seminales). Sin embargo, la mayor proporción es originada en las 

vesículas seminales. Estas, acumulan sus productos en el lumen luego de que el 

macho alcance la pubertad y durante la eyaculación se mezclan con los 

espermatozoides y con el fluido epididimario, contribuyendo a aumentar el volumen del 

semen y a facilitar su tránsito por el tracto reproductivo (Moura et al., 2006). 

El PS no sólo actúa como vehículo para los espermatozoides eyaculados, sino 

que también es su soporte metabólico, aportándoles energía desde su formación hasta 

el transporte por el tracto genital de la hembra (Maxwell et al., 2007). Además, protege 

a los espermatozoides dentro del tracto reproductor femenino, modulando la respuesta 

inflamatoria tras la monta y evitando que los espermatozoides vivos sean fagocitados 

en el útero (Alghamdi et al., 2004; Troedsson et al., 2005), también sirve de medio de 

transporte y eliminación de espermatozoides muertos (Loomis, 2006). El PS contiene 

un conjunto de moduladores claves de la funcionalidad espermática ya que realiza 

cambios hormonales, enzimáticos y modificación de la superficie de las membranas 

celulares (Muiño-Blanco et al., 2008; Caballero et al., 2012). Adicionalmente, activa a 

los espermatozoides, previamente inmóviles, protege a las membranas celulares de 

los daños peroxidativos e induce la ovulación en cerdos y camélidos (O’Leary et al., 

2004; Ratto et al., 2005). Sin restarle importancia a lo descripto anteriormente, quizás 

la función principal del PS es la de prevenir la capacitación prematura de los 

espermatozoides, manteniéndolos en un estado no capacitado (Yanagimachi, 1994; 

Cross, 1996; Schoeneck et al., 1996; Yeung et al., 2006). 
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El componente mayoritario del PS es el agua (75-80%), contiene además 

sustancias orgánicas e inorgánicas. Entre los sustratos energéticos se encuentran 

fructosa, sorbitol y glicerilfosfocolina. La fructosa es la sustancia orgánica más 

abundante y más fácilmente metabolizable que proporciona la mayor fuente de 

energía a los espermatozoides, además contiene iones de Na+, K+, Zn+, Ca++, Mg++ y 

Cl2. El PS también tiene otros componentes que se encuentran en muy bajas 

concentraciones entre ellos fosfolípidos, ácido ascórbico, aminoácidos, péptidos, 

lípidos, ácidos grasos y enzimas, además de constituyentes antimicrobianos como 

plasmina seminal e inmunoglobulinas. Asimismo, se han encontrado diversas 

hormonas como andrógenos, estrógenos, prostaglandinas, FSH, LH, hormona del 

crecimiento, insulina, glucagón, prolactina, relaxina, hormona liberadora tiroidea y 

encefalinas (Asadpour, 2012; Juyena; Stelletta, 2012). 

El PS normalmente es isotónico y neutro, su pH se mantiene muy próximo a 7 

gracias a un complejo sistema amortiguador. Entre sus constituyentes se destacan 

una amplia variedad de proteínas secretadas, en su mayoría, por las vesículas 

seminales. La adición y remoción de algunas de estas proteínas durante la 

maduración espermática en el epidídimo y la eyaculación es de gran importancia en el 

mantenimiento de la estabilidad de las membranas plasmáticas (Desnoyers; 

Manjunath, 1992), movilidad (Henricks et al., 1998; Sánchez-Luengo et al., 2004), 

interacción con el ovocito y fecundación (El-Hajj Ghaoui et al., 2007). Algunas de estas 

proteínas son adsorbidas en la superficie de los espermatozoides y logran mantener la 

estabilidad de sus membranas hasta el momento de iniciar el proceso de capacitación 

en el tracto reproductivo femenino (Desnoyers et al., 1994; Amann, 1999). A su vez, 

estas proteínas deben ser removidas en el momento apropiado para permitir la 

fecundación (Desnoyers; Manjunath, 1992). Se han encontrado correlaciones positivas 

entre contenido proteico, movilidad y viabilidad espermáticas, lo cual sugiere que las 

proteínas pueden jugar un papel importante en el mantenimiento de la integridad y 

funcionalidad del espermatozoide (Catt et al., 1997). 

La mayor parte de las proteínas del PS pertenecen a una de las tres familias 

principales: proteínas compuestas por un dominio de fibronectina tipo II (Fn-II), 

también llamadas BINDER OF SPERM PROTEINS (BSP), proteínas secretoras ricas 

en cisteínas (CRISPs) y ESPERMADESINAS. La familia de proteínas Fn-II 

inicialmente fue descrita como las proteínas más abundantes en el PS bovino, 

previamente han sido llamadas BOVINE SEMINAL PLASMA PROTEINS (Manjunath, 

1984). Esta familia se caracteriza por su bajo peso molecular (12–30 kDa) y por una 
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estructura secundaria común que contiene dos dominios de fibronectina en tándem y 

una extensión amino-terminal que es variable entre cada proteína. Proteínas 

homólogas a las BSP han sido identificadas también en equinos, caprinos, bisones, 

ovinos y como componentes menores en cerdos (Manjunath et al., 2007, 2009). A su 

vez, estas pueden ser agrupadas en tres subfamilias (BSPH4, BSPH5 y BSPH6) (Fan 

et al., 2006). El alto grado de conservación entre las diferentes especies de mamíferos 

indicaría la importancia de éstas en la reproducción. Se piensa que su función 

biológica está íntimamente relacionada a sus propiedades de unión, ya que se ha 

estudiado que pueden unirse a las lipoproteínas de alta densidad (HDL), 

glicosaminoglicanos (GAGs), como heparina, heparán sulfato y condroitín sulfato y a 

componentes del fluido folicular y oviductal (Therien et al., 2005). Ha sido establecido 

que estas proteínas se unen a la superficie espermática a través de la interacción con 

fosfolípidos del tipo colina presentes en la membrana del espermatozoide (Desnoyers; 

Manjunath, 1992).  

Las proteínas secretoras ricas en cisteína o CRISPs, se caracterizan por la 

presencia de 16 residuos de cisteína conservados. Tres miembros de esta familia han 

sido identificados en mamíferos a lo largo del tracto reproductor de humanos, ratas, 

equinos y cerdos (CRISP1, CRISP2, CRISP3) y CRISP4 expresada en epidídimo de 

ratón (Jalkanen et al., 2005; Koppers et al., 2011). Las CRISPs están presentes desde 

estadios muy tempranos de la espermatogénesis y a lo largo del proceso de 

fertilización. Sin embargo, su rol en la reproducción aún no está claro, pero se 

hipotetiza que podrían regular canales iónicos. También se ha supuesto un posible rol 

de CRISP2 en la modulación de la actividad flagelar (Gibbs; O´Bryan, 2006) y de 

CRISP1 y CRISP2 en la modulación de la interacción espermatozoide-ovocito en ratas 

y ratones (Koppers et al., 2011).  

Las proteínas pertenecientes a la familia de las espermadesinas son un 

grupo de glicoproteínas de bajo peso molecular (12–16 kDa) detectadas en cerdos, 

toros, caballos y carneros (Calvete; Sanz, 2006; Melo et al., 2008). Son proteínas 

multifuncionales con la capacidad de ligar desde heparina a fosfolípidos de la 

membrana espermática. Esta familia representa más del 90% del total de las proteínas 

del PS en cerdos, sus miembros se clasifican según la capacidad de unión a heparina 

(AQN-1, AQN-3, AWN) o no (PSP-I y PSP-II). Hasta el momento solo dos 

espermadesinas se han identificado en toros (aSFP y Z13) y una en equinos (HSP-7) y 

ovinos (RSP) (Calvete; Sanz, 2006). Como en el caso de la familia de proteínas Fn-II, 
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el rol biológico de estas proteínas a lo largo del proceso de fecundación está 

relacionado a su habilidad de unión a diferentes ligandos. 

La concentración de los componentes proteicos del PS presenta variabilidad 

entre las distintas especies, entre animales de una misma especie e incluso entre 

eyaculados de un mismo animal (Pérez-Pé et al., 2001; Domínguez et al., 2008). Más 

aún, diferencias en la concentración de algunos de los elementos presentes en el PS 

podrían deberse a variaciones en la alimentación, manejo, métodos de detección, 

actividad de enzimas presentes y actividad metabólica de los espermatozoides 

(Juyena; Stelletta, 2012). 

Ha sido demostrado que el PS tiene la capacidad de prevenir y revertir algunas 

de las lesiones ocasionadas por los procesos de congelación y descongelación en los 

espermatozoides, ocasionando una mejora en sus parámetros de calidad (Barrios et 

al., 2000; Pérez-Pé et al., 2001; Maxwell et al., 2007; Colas et al., 2009), a través de la 

disminución de los eventos relacionados con la criocapacitación (Maxwell et al., 1998; 

Pérez-Péet al., 2002; Suzuki et al., 2002; Vadnais et al., 2007). Además, se ha 

observado que la adición de PS mejoró las tasas de fertilidad luego de la IA tanto en 

ovinos (Maxwell et al., 1999) como en equinos (Alghambi et al., 2004). Las 

responsables de estos efectos serían un grupo o fracción de proteínas que tienen la 

capacidad de adherirse a las membranas espermáticas (PPSiE) (Barrios et al., 2005; 

Bernardini et al., 2011). 

Contrariamente, también se han reportado efectos nocivos del PS sobre la 

movilidad (De Lamirande; Cagnon, 1984; Morrier et al., 2003), la viabilidad (Dott et al., 

1979) y la supervivencia espermática luego de la criopreservación (O´ Mearaet al., 

2007). En tal sentido, Pursel y Johnson (1975) recomendaron remover el PS 

previamente a la congelación de semen de cerdo ya que podría afectar negativamente 

la supervivencia de los espermatozoides luego de la descongelación. En equinos la 

remoción del PS y su resuspensión en un medio artificial han sido utilizados para 

mejorar la supervivencia e integridad del ADN en espermatozoides criopreservados 

(Love et al., 2005; Moore et al., 2005). En estudios realizados en ovinos se observó 

que la adición de PS al semen congelado/descongelado no mejoró las tasas de preñez 

luego de la IA por vía cervical (O´Meara et al., 2007). En el caso particular del caprino, 

se observó un efecto negativo del PS cuando el semen fue congelado/descongelado 

en medios compuestos por yema de huevo y leche. Para explicar lo anterior, se 

determinó que las enzimas fosfolipasas presentes en el PS interactúan con la lecitina 
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de la yema de huevo y producen sustancias tóxicas para los espermatozoides. Pero 

esta es una situación muy particular del semen de macho cabrío que no parece tener 

equivalente en otras especies. La variabilidad en la composición del PS hace que su 

efecto sobre espermatozoides refrigerados o congelados sea diferente. Una 

explicación posible para esta variabilidad podría ser la presencia o ausencia de 

determinados componentes, así como la variación existente en su concentración, más 

probablemente en el caso de las proteínas (Fournier-Delpech; Thibault, 1993; Peña et 

al., 2006).  

En resumen, es claro que el PS tiene la capacidad de revertir/revertir 

parcialmente los daños ocasionados por la criopreservación y que esta capacidad 

estaría dada por la fracción de proteínas del PS que se adhieren al espermatozoide 

(PPSiE). Teniendo en cuenta que la PPSiE se compone principalmente de proteínas 

de bajo peso molecular con dominios de fibronectina tipo II, hipotetizamos que, dadas 

las funciones descriptas anteriormente para este dominio, sería el responsable de la 

actividad crioprotectora. Por otro lado, ya que la obtención de proteínas crioprotectoras 

a partir del PS es limitada, particularmente durante la estación no reproductiva, la 

disponibilidad de estas a través del clonado y la expresión in vitro como proteínas 

recombinantes podría ser útil para la formulación de medios de descongelación de 

espermatozoides ovinos. Así, el agregado de estas al momento de la descongelación 

podría revertir los daños ocasionados por la exposición a bajas temperaturas, 

mejorando las tasas de fecundación obtenidas con semen refrigerado o congelado. 
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Hipótesis de trabajo 

 

➢ Los espermatozoides obtenidos mediante electroestimulación presentan mayor 

resistencia a los daños ocasionados por la criopreservación 

 

➢ Esta mayor resistencia estaría dada por la elevada concentración relativa de 

proteínas de bajo peso molecular presentes en el plasma seminal 

 

➢ El agregado de proteínas de bajo peso molecular en el medio de 

congelación/descongelación mejora la calidad y capacidad fecundante de los 

espermatozoides ovinos congelados/descongelados 

 

 

Objetivo general 

 

Mejorar la calidad y capacidad fecundante del semen ovino congelado/descongelado 
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Capítulo II. 

Influencia del método de colecta sobre 
la calidad seminal y la respuesta de 

los espermatozoides a la 
criopreservación 
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2.1. INTRODUCCIÓN 

 
 
Métodos de colecta seminal   

 
La recolección del semen constituye la base preliminar de la IA y el problema 

tecnológico más complejo y delicado, por múltiples razones. Debido a ello, ha sido 

objeto de constantes estudios, con el fin de asegurar el desarrollo de métodos cada 

vez más adecuados y de asegurar la obtención de la masa total del eyaculado sin 

alterar sus condiciones de pureza e integridad, así como sus propiedades biológicas, 

sin crearle perjuicios de ningún tipo al reproductor. 

Son varios los métodos que se han ideado para la recolección de semen, dentro de 

los más comúnmente utilizados y estudiados se encuentran la vagina artificial (VA) y el 

electroeyaculador (EE). Ambos tienen ventajas como desventajas. La VA consiste en 

un tubo cilíndrico de goma, recubierto internamente por una camisa de látex unida a 

un cono, de látex también, al cual se le conecta un tubo colector en donde se vuelca la 

muestra de semen. El espacio comprendido entre el tubo de goma y la camisa se 

completa con agua caliente (42 ºC aprox.), generando presión y temperatura en el 

pene del animal (figura 3). Este es un método que se asemeja al servicio natural y de 

fácil aplicación que trata de imitar las condiciones fisiológicas del animal. Se aplica 

como estimulantes el calor y la presión, imitando las condiciones vaginales de la 

hembra. Como desventajas, se pueden mencionar que requiere de un período previo 

de entrenamiento de los animales que puede variar desde pocos días a varios meses 

según el reproductor (Terrill, 1940) y, por otro lado, al depender de la acción voluntaria 

del animal en algunos casos, por falta de libido o lesiones del tren posterior podemos 

no obtener un eyaculado. 
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Figura 3. Vagina artificial utilizada para las colectas seminales. A: Vagina artificial 
sin armar. 1: entrada de agua caliente; 2: cubierta exterior; 3: camisa de látex; 4: cono 
de látex; 5: tubo colector. B: Vagina artificial armada. 

 

La electroeyaculación es un procedimiento parafisiológico que consiste en 

utilizar estímulos eléctricos similares a los que envía el cerebro a las glándulas 

sexuales accesorias y al pene, con lo que se logra una erección y una eyaculación. La 

electroeyaculación se realiza utilizando un dispositivo llamado electroeyaculador (EE) 

que se introduce en el recto del macho y envía unos choques eléctricos leves y 

oscilantes al sistema reproductivo para obtener el semen. El EE consiste en una 

fuente de energía conectada a una sonda que cuenta con 3 electrodos. La sonda se 

introduce en el recto del animal con sus electrodos orientados hacia la región ventral. 

Los pulsos de voltaje creciente estimulan los centros nerviosos responsables tanto de 

la erección como de la eyaculación (como son diferentes nervios, es posible obtener 

una eyaculación sin erección y viceversa). Este sistema tiene dos modos de 

funcionamiento, el modo manual y el automático. En el modo manual, la intensidad de 

los pulsos se controla ajustando el control manual de modo que la tensión continua se 

aplica a los electrodos de la sonda. En el modo automático, el circuito ofrece una serie 

de 32 ciclos, con cada ciclo de entrega de una intensidad ligeramente superior (figura 

4).  

La EE permite la colecta de semen de un mayor número de animales en poco 

tiempo y al independizarnos de la voluntad del animal para realizar la monta, resuelve 

las desventajas mencionadas para la VA (Foote, 2002).La EE es una alternativa 

cuando los machos no pueden ser entrenados para la colecta con VA o en animales 

silvestres, siendo un método viable para recoger repetidamente semen del mismo 

macho (Santiago-Moreno et al., 2009).Por otro lado, también presenta desventajas 

como la necesidad de un operario con experiencia. Tampoco es conveniente colectar 

semen de animales de baja libido ya que esta condición puede ser heredada por su 

progenie. La otra desventaja es que si no se realiza correctamente el semen puede 
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contaminarse al eyacular dentro del prepucio. La EE al ejercer su acción estimulante 

directamente sobre los nervios pélvicos simpáticos y parasimpáticos y sobre las 

glándulas anexas del aparato reproductor, incrementa la proporción PS y reduce, a su 

vez, la concentración espermática del eyaculado (Austin et al., 1961; Hulet et al., 

1964). Sin embargo, observaciones realizadas en nuestro grupo de trabajo mostraron 

que tanto el volumen como la concentración de los eyaculados obtenidos con EE 

pueden ser controlados mediante ajustes en la duración, la intensidad del estímulo y la 

colecta selectiva de las fracciones del eyaculado (PS y espermatozoides) (Ledesma y 

col., 2012). Es decir que, un buen ajuste del método (tiempo de estimulación-relajación 

y momento de obtención) según el individuo, permite obtener eyaculados 

cuantitativamente similares a los obtenidos con VA. 

 

 

Figura 4.Electroeyaculador utilizado para las colectas seminales.1: fuente de 
energía; 2: indicador de ciclos; 3: sonda transrectal; 5: control remoto. 

 

Diversos autores han estudiado la influencia del método de colecta en la 

calidad de los eyaculados obtenidos, con resultados a favor y en contra de ambas 

metodologías (Brady; Gildow 1939; Terrill, 1940; Dziuk et al., 1954; Mattner; Voglmayr, 

1962; Hulet et al., 1964; Quinn, White, 1966; Lightfoot; Salamon, 1970; Quinn et al., 

1968; Pineda et al., 1987; Pineda; Dooley, 1991). Se ha observado incluso, que el 

método de colecta puede afectar la respuesta espermática a diferentes procedimientos 

como la criopreservación (Quinn et al., 1968; Marco-Jiménez et al., 1995; Jiménez-

Rabadán et al., 2012). 

 

 

 



28 

  

Influencia del plasma seminal en la supervivencia espermática 

 

Ashworth et al. (1994) y Maxwell et al. (1997), entre otros, demostraron que el 

PS constituye un ambiente benéfico para los espermatozoides y que cumple un papel 

muy importante en el mantenimiento de la viabilidad y de la movilidad espermática en 

bovinos (Baas et al., 1983) y ovinos (Graham, 1994). El efecto favorable del PS quedó 

demostrado cuando se comprobó que la viabilidad espermática disminuía si se reducía 

el volumen de PS por dilución o lavado (Blackshaw, 1953; White, 1953). También fue 

observado que cambios en la composición del PS luego de remover las glándulas 

sexuales accesorias resultaron detrimentales para la fertilidad en ratas (Pursel; 

Johson, 1975), ratones (Pang et al., 1979) y hámsters (Chowet al., 1986).  

Sobre esta línea de investigación, surgieron muchos experimentos en los 

cuales el PS fue agregado a los espermatozoides previamente a su congelación o 

posteriormente en el medio de descongelación. Así, Ashworth et al. (1994) notaron 

que la movilidad espermática mejoraba cuando el medio de descongelación era 

suplementado con 10% de PS homólogo. Por su parte, Ollero et al. (1997) 

demostraron que los efectos benéficos del PS sobre los espermatozoides se 

mantenían aún luego de que el PS fuera removido. También ha sido evaluado el 

efecto de la adición de 20% de PS a los espermatozoides ovinos luego de la 

descongelación. En tal sentido, Domínguez et al. (2008) observaron mayores 

porcentajes de espermatozoides móviles y Maxwell y Johnson (1999) observaron 

mayores porcentajes de espermatozoides con membranas acrosomales íntegras, 

mayor penetración a través del moco cervical y superiores porcentajes de preñez en 

ovejas tras una IA cervical. Resultados afines en cuanto a movilidad y estado de las 

membranas acrosomales fueron informados por Mortimer y Maxwell (2004) al incubar 

células espermáticas criopreservadas en un medio de composición similar al PS. 

Trabajos realizados en el campo de la criopreservación seminal en diferentes 

especies como cerdos, ovinos, bovinos y ciervos se han enfocado en el rol del PS 

sobre la estabilización de las membranas espermáticas, así como en la identificación y 

aislamiento de factores decapacitantes (Guraya, 2000). Es así que en los últimos 20 

años muchos estudios se han orientado en la caracterización de fracciones proteicas, 

que poseen la capacidad de adherirse a las membranas de los espermatozoides 

capacitados y modificar sus características funcionales, frenando e incluso revirtiendo 

este estado. Por lo cual, las células retornarían a una condición de pre-capacitación 

(García-López et al., 1996; Ollero et al., 1997; Barrios et al., 2000). Estas fracciones 
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fueron capaces de restituir la impermeabilidad de las membranas espermáticas 

cuando fueron incluidas en el medio, previo a la exposición de los espermatozoides al 

frío (Pérez-Pé et al., 2001), también provocaron este efecto cuando fueron añadidas 

luego del daño térmico (Ollero et al., 1997). Pérez-Pé et al. (2001) determinaron que el 

efecto crioprotector de las proteínas del PS es concentración dependiente. Luego del 

agregado de 2,1 mg de proteínas provenientes de PS a espermatozoides sometidos a 

cold-shock observaron un mayor porcentaje de células viables y disminución del 

porcentaje de células capacitadas. Demostrando que esta capacidad de las proteínas 

del PS de revertir los daños ocasionados por la criopreservación es concentración-

dependiente.  

Ollero et al. (1997) observaron un incremento significativo de la movilidad 

espermática en muestras seminal de ovino incubadas con la fracción de proteínas >10 

kDa antes de exponerlos a bajas temperaturas, y aumentos significativos en la 

proporción de células con membranas plasmática y acrosomal íntegras luego de su 

descongelación. Estudios en la especie ovina demostraron que el máximo porcentaje 

de restauración (65%) de la MP de espermatozoides expuestos a choque térmico se 

conseguía luego de la incubación con 1,4 mg de proteínas del PS (Barrios et al., 

2000). Domínguez et al. (2008), en un estudio llevado adelante en nuestro laboratorio, 

determinaron que la composición proteica del PS difiere según la estación del año, 

siendo el PS colectado en otoño el que posee la mayor capacidad de revertir los daños 

antes mencionados, en coincidencia con lo reportado por Cardozo et al. (2006). Este 

efecto fue relacionado tanto a la presencia de una mayor concentración de proteínas 

totales en el PS, como a una diferencia en su perfil proteico.  

Barrios et al. (2000) y Pérez-Pé et al. (2001) hallaron en el PS dos proteínas de 

bajo peso molecular (14 y 20 kD) denominadas por su origen y peso como RSVP-14 y 

RSVP-20 (de sus siglas en inglés ram seminal vesicle proteins), las cuales serían las 

principales responsables de proteger a los espermatozoides de los daños ocasionados 

por la criopreservación, así como de preservar la integridad de las membranas 

plasmáticas. Aunque no se ha confirmado su mecanismo de acción, se hipotetiza que 

estas ejercerían su efecto a través de la inhibición y reversión del estado de 

capacitación espermática. 

En este capítulo nos planteamos comparar los eyaculados obtenidos con los 

métodos de colecta seminal más difundidos en la especie ovina y la respuesta de los 

mismos a la criopreservación e hipotetizamos que las características del PS que 

compone cada tipo de eyaculado condiciona esta respuesta. 
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Objetivos particulares de este capítulo 

 

➢ Describir y comparar los eyaculados de carnero obtenidos con vagina artificial y 

electroeyaculador. 

 

➢ Caracterizar y comparar los componentes de naturaleza proteica presentes en 

el plasma seminal obtenido con vagina artificial y electroeyaculador 
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2.2. MATERIALES y MÉTODOS 

 

2.2.1. Lugar y período experimental 

 
El presente estudio se realizó en las instalaciones del Grupo de Biotecnología de la 

Reproducción de la EEA INTA Balcarce ubicadas en el kilómetro 73,5 de la ruta 

nacional 226, partido de Balcarce en la provincia de Buenos Aires, Argentina (37º 45’ 

latitud sur, 58º 18’ longitud oeste, a 130 metros sobre el nivel del mar). Todos los 

animales utilizados en este estudio fueron manejados en estricta conformidad con las 

buenas prácticas de manejo aprobadas por el Comité de Ética Animal de la EEA. Se 

realizaron todos los esfuerzos para minimizar el sufrimiento animal. 

 

2.2.2. Obtención y procesamiento de los eyaculados 

 

Se trabajó con los eyaculados pertenecientes a cinco carneros adultos (> 5 

años) de la raza Corriedale, en buena condición corporal y estado sanitario. Se los 

mantuvo en una pastura a base de raygras (Lolium perenne), festuca (Festuca 

arundinacea) y trébol blanco (Trifolium repens), suplementados con rollo de pastura 

durante los meses de invierno y acceso ad libitum al agua de bebida. 

Las colectas seminales se realizaron una vez a la semana con VA y otra vez 

con EE de manera alternada, desde el mes de marzo hasta junio de 2013 (12 

semanas). Se obtuvieron 12 pooles de eyaculados con VA y 12 con EE, los primeros 

seis pooles de cada método fueron utilizados para la evaluación de la calidad seminal 

en estado fresco y luego de la congelación/descongelación y los últimos seis pooles 

obtenidos con cada método fueron utilizados para la obtención de PS (figura 1). Los 

machos se sometieron a un período de abstinencia de dos días entre colectas 

teniendo en cuenta los resultados positivos sobre la viabilidad de los espermatozoides 

del carnero en relación con el periodo de abstinencia y las sucesivas eyaculaciones 

encontradas por Ollero et al. (1996). 

Debido a que en el ovino el potencial fecundante del semen no permanece 

constante a lo largo del año, se eligió trabajar con semen obtenido en otoño, estación 

en la cual se minimizan las diferencias en cuanto a la morfología y la capacidad 

fecundante de los espermatozoides entre los distintos animales (Colas, 1983). 
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Vagina artificial 

 

Uno de los métodos utilizados para la colecta de semen fue la vagina artificial 

(VA), atemperada en estufa a 42 ºC. Se utilizaron carneros entrenados previamente 

para la extracción con esta metodología y se los estimuló mediante la presencia de 

ovejas ovariectomizadas, sin tratamiento hormonal. Las muestras fueron obtenidas 

luego de realizar una falsa monta y siempre se utilizó el segundo eyaculado de cada 

carnero. 

 

Electroeyaculador  

 

Para la obtención de semen con EE se utilizó un equipo ElectroJac 5, con una 

sonda rectal de 22 cm de largo x 2,5 cm de diámetro y 3 electrodos longitudinales. 

Previo a la electroeyaculación (15 minutos), los animales recibieron una inyección 

intramuscular de clorhidrato de xilacina (0,2 mg/Kg, Xylacina 2%, Alfasan, Argentina) y 

se procedió a higienizar el área prepucial. Para realizar esta maniobra, los animales 

fueron colocados en decúbito lateral izquierdo y se les introdujo la sonda lubricada con 

gel en el recto, posicionando los electrodos ventralmente. El EE fue utilizado en modo 

automático, permitiendo un incremento gradual del voltaje hasta provocar la 

eyaculación. El pene fue exteriorizado y fijado en esa posición de manera manual con 

una gasa estéril. El semen fue colectado en un tubo graduado, similar al utilizado para 

la colecta con VA. Posteriormente, el tubo con el semen recién extraído fue transferido 

al laboratorio y colocado en Baño de María (BM) a 35 ºC hasta la evaluación cuali-

cuantitativa de los parámetros espermáticos. Luego de la extracción, los animales se 

recuperaron rápidamente y se les administró una ración de grano de maíz. 

Para la obtención de PS los pooles de eyaculados obtenidos de cinco carneros 

con VA y EE fueron centrifugados dos veces (2000 x g durante 15 min a 4 ºC) y el 

sobrenadante fue recuperado, filtrado (0,22 µm) y conservado a -80 °C hasta el 

momento de realizar las evaluaciones. El volumen de PS fue determinado en tubos de 

plástico graduados. 
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2.2.3. Congelación y descongelación de semen 

 
El semen fue diluido en diluyente de congelación compuesto por TRIS-

[hydrymetil] aminometano (360 mM), glucosa (33,3 mM), ácido cítrico (113,7 mM), 

penicilina (1x106 UI/l), estreptomicina (1g/l), glicerol (7% v/v) y yema de huevo (10%) 

(Maxwell, 1986) a 35 °C. Una vez diluida, la muestra se mantuvo a temperatura 

ambiente hasta alcanzar los 20 ºC, para finalmente ser enfriada hasta los 5 ºC (en 

heladera) a una tasa de enfriamiento de 0,5 ºC/min. Posteriormente, el semen diluido y 

enfriado a 5 °C se equilibró durante 2 hs. Las muestras fueron envasadas en pajuelas 

de 0,25 ml, con una concentración de 100 millones de espermatozoides. Para su 

congelación, las pajuelas fueron expuestas a vapores de nitrógeno líquido (-100°C) 

durante 10 minutos y posteriormente volcadas en el nitrógeno y se conservaron en 

termos con nitrógeno líquido (-196 ºC) hasta su procesamiento. La descongelación se 

realizó por inmersión de las pajuelas en BM a 37 ºC, durante 1 minuto. Posteriormente 

su contenido fue vertido en un tubo de vidrio atemperado en el mismo baño.  
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Figura 5.Esquema del diseño experimental adoptado para la colecta de semen y de 
plasma seminal para su posterior análisis y criopreservación. 

 

2.2.4. Evaluaciones cuali-cuantitativas realizadas sobre los espermatozoides 

 

2.2.4.1. Volumen y concentración del eyaculado 

 

La determinación del volumen se efectuó mediante la observación directa de la 

graduación marcada en el tubo de colecta con una precisión de 0,1 ml. 

La concentración espermática se determinó mediante la medición de la 

absorbancia a 600 nm utilizando un espectrofotómetro Accured (IMV Technologies, 

Francia). La tasa de dilución utilizada fue la indicada para las especies ovina/caprina 

(1/400).  
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2.2.4.2. Movilidad masal microscópica 

 

En el eyaculado de los rumiantes, dada su elevada concentración espermática, 

se puede valorar la movilidad masal, definida como el movimiento en remolinos del 

total de espermatozoides de la muestra. Normalmente la movilidad masal se valora de 

forma subjetiva en una escala de 0 a 5, con una puntuación de 5 cuando se observan 

oleadas o remolinos con movimiento rápido y vigoroso, y de 0 cuando no se observa 

movimiento en ondas. Tras la dilución del eyaculado fresco, o tras la descongelación 

de dosis de semen congelado, se estima el porcentaje de espermatozoides 

individuales que están en movimiento.  

Para esta determinación se descargó una alícuota de 5 µl del eyaculado sobre 

un portaobjetos colocado sobre una platina térmica a 37 ºC. Se utilizó un microscopio 

óptico con un aumento de 40x y se evaluó la zona ubicada en el borde de la gota. 

 

2.2.4.3. Movilidad total y rectilínea progresiva 

 

Para la determinación subjetiva de estos dos parámetros se colocó una 

alícuota de 5 µl de semen entre porta y cubreobjetos sobre una platina térmica a 37 ºC 

y mediante la observación de al menos 2 campos microscópicos, utilizando un 

microscopio óptico (40x) se visualizó y estimó subjetivamente la proporción (%) de 

espermatozoides móviles totales y de espermatozoides móviles con desplazamiento 

de avance rectilíneo. 

 

2.2.4.4. Integridad de la membrana plasmática  

 

Las muestras de semen fueron coloreadas con eosina y nigrosina, según una 

modificación del método descripto por Mortimer (1994). El protocolo de coloración fue 

el siguiente: se colocó una alícuota de 6 µl de la muestra sobre un portaobjetos y al 

lado de ésta, una alícuota (10 µl) de la solución de eosina-nigrosina (0,67% eosina, 

10% nigrosina). Ambas gotas fueron mezcladas y debidamente homogeneizadas 

durante 10 segundos para posteriormente efectuar un frotis que fue secado sobre 

platina térmica a 37 ºC. Los espermatozoides total o parcialmente coloreados (rosado-

violeta) fueron considerados como células con alteraciones de membrana, mientras 



36 

  

que aquellos que no se tiñeron (blanco) fueron considerados como células con la 

membrana plasmática intacta. 

Se contaron 200 células en un microscopio óptico (40x) y se calculó el 

porcentaje de los espermatozoides sin alteraciones de la membrana plasmática (figura 

6). 

 

 

Figura 6. Espermatozoides teñidos con eosina-nigrosina, representando 
integridad de la membrana plasmática. A: membrana plasmática intacta y B: 
membrana plasmática alterada. 

 

2.2.4.5. Funcionalidad de la membrana plasmática  

 

Esta metodología se denomina prueba hipoosmótica (HOS: Hypoosmotic 

Sweeling Test) que se basa en el aumento de volumen que experimentan las células 

espermáticas con membrana plasmática del compartimiento flagelar intacta cuando 

son sometidas a un choque osmótico al incubar la muestra en un medio hipotónico. De 

este modo, la disminución de la relación entre superficie y volumen provoca el 

enrollamiento del flagelo del espermatozoide.    

Se utilizó un método descripto por Jeyedran et al. (1984) para la especie 

humana, adaptado al estudio de semen de ovino por García Artiga (1994) como se 

describe a continuación: se incubó en BM a 37 ºC, durante 30 min, una alícuota de 20 

µl de semen en 500 µl de un medio hipoosmótico (citrato de sodio/glucosa 100 

mOsm/l). Transcurrido ese tiempo, se agregaron 50 µl de una solución HOS stop 

(citrato de sodio/glucosa 100 mOsm/l, 3% formaldehído) para detener la reacción. 

Para su evaluación se colocó una gota (6 µl) entre porta y cubreobjetos, y se cuantificó 

microscópicamente (40x) el porcentaje de células positivas (espermatozoides con 
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flagelo enrollado = HOS +) sobre un total de 200 células. Se consideraron negativos 

los casos en que el flagelo se mostró recto o en forma de látigo (figura 7). 

 

 

Figura 7. Espermatozoides sometidos a la prueba HOS, representando 
funcionalidad de la membrana plasmática. Espermatozoide HOS negativo 
(membrana plasmática no funcional) y espermatozoides HOS positivo (membrana 
plasmática funcional). 

 

2.2.4.6. Estado del acrosoma  

 

La prueba de la Clortetraciclina se basa en la propiedad de unión de este 

antibiótico (Clortetraciclina) al calcio (Ca++) de membrana. La distribución del Ca++ en 

el acrosoma sufre cambios durante el proceso de capacitación espermática, los cuales 

pueden ser evidenciados mediante esta prueba. De este modo, es posible diferenciar 

el estado de capacitación del comienzo de la reacción acrosómica (Fraser, 1995). 

Para realizar esta determinación se siguió el protocolo descripto por Pérez et 

al. (1996). Brevemente, una alícuota (750 µM) de clortetraciclina (CTC) se diluyó en 2 

ml de una solución CTC-buffer (20 mM Tris, 130 mM NaCl, 5 mM cisteína, pH 7,8). 

Esta mezcla luego fue filtrada a través de una membrana de acetato de celulosa 

(Microclar) de 0,22 µm con el propósito de que no quedaran partículas en la 

suspensión y se mantuvo a 4 ºC, hasta el momento de ser utilizada. En un tubo se 

colocó una alícuota de 10 µl de la muestra de espermatozoides y se le añadieron 20 µl 

de la solución CTC-buffer. Ambos se homogeneizaron durante 20 segundos, al 

resguardo de la luz. La reacción colorimétrica fue detenida mediante la adición de 10 

µl de la mezcla de partes iguales de dos soluciones fijadoras: A (Tris-HCL 1 M + 1% 
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(v/v) glutaraldehído EM (25%) + 5 ml de agua bidestilada estéril) y B (Tris 1 M + 1% 

(v/v) glutaraldehído EM (25%) + 10 ml de agua bidestilada estéril), pH 7,8. Se 

colocaron 5 µl de la muestra fijada entre porta y cubreobjetos y se evaluó el estado de 

capacitación utilizando un microscopio de epifluorescencia (Nikon, Eclipse TE-300 

Japón) a 40x. El colorante fue excitado con luz ultravioleta y se utilizó un filtro barrera 

de amplio rango (LP) (380 nm de excitación y 420 nm de emisión). Se contaron 200 

espermatozoides y fueron clasificados de acuerdo a los patrones-CTC descriptos por 

Fraser (1995): 

• Patrón F-CTC: espermatozoides no capacitados, fluorescencia uniformemente 

distribuida en toda la cabeza con una banda brillante en la región ecuatorial. 

• Patrón B-CTC: espermatozoides que han iniciado el proceso de capacitación; 

fluorescencia uniforme, aunque menos intensa que la anterior y pérdida de la 

banda ecuatorial o fluorescencia en la parte anterior de la cabeza sin 

fluorescencia en la región posacrosomal. 

• Patrón AR-CTC: espermatozoides con reacción acrosómica, no se observa 

ninguna fluorescencia sobre la cabeza o sólo una delgada banda fluorescente 

en el segmento ecuatorial (figura 8) 

 

 

Figura 8. Espermatozoides expuestos a la prueba de la clortetraciclina, 
representando el estado de capacitación. Clasificación de los patrones-CTC según 
el estado del acrosoma. F: no capacitado; B: capacitado y AR: reaccionado. 

 

2.2.5. Determinaciones realizadas en el plasma seminal 

2.2.5.1. Concentración de proteína total 
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Se evaluaron tres muestras de PS obtenidas con VA y tres muestras de PS 

obtenidas con EE, elegidas al azar. La determinación de la concentración de proteína 

total se realizó mediante el método de Bradford (1976), utilizando una curva de 

calibración de albúmina sérica bovina (BSA). Luego de 10 min de incubación de las 

muestras con el reactivo de Bradford se realizaron las lecturas de absorbancia a 595 

nm en espectrofotómetro (Genequant1300, Alemania).  

 

2.2.5.2. Electroforesis en una dimensión 

 

Para la separación de proteínas presentes en el PS obtenido con EE y con VA 

se realizó electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

según el método descripto por Schagger y Von Jagow (1987). Las muestras de 

proteína (15 μg) fueron mezcladas con buffer de siembra conteniendo 12 mM Tris-HCl 

pH 6,2, 5% (v/v) glicerol, 0,4% (p/v) SDS y 0,02% (p/v) azul de bromofenol y 100 mM 

ditiotreitol, hervidas durante 5 min y separadas por electroforesis en un gel de 12% 

(p/v) acrilamida. Se utilizó un marcador de peso molecular del rango de 12-225 kDa 

(RPN 800, Amersham Biosciences, EE.UU.). La corrida electroforética se realizó a 20 

mA durante un período de aproximadamente 1 h. Para la visualización de las proteínas 

los geles fueron fijados y teñidos con Coomassie Brilliant Blue R-350 (Amersham 

Biosciences, EE.UU.). Posteriormente los geles fueron desteñidos mediante lavados 

con agua destilada y escaneados. El análisis de las proporciones relativas de cada 

banda proteica presente en el PS obtenido con ambos métodos de colecta seminal se 

realizó por medio del software IMAGEJ 1.43 (National Institutes of Health, Bethesda, 

MD, USA; http://imagej.nih.gov/ij/). 

 

2.2.5.3. Electroforesis en dos dimensiones 

 

Esta técnica separa a las proteínas según dos criterios: peso molecular (PM) y 

punto isoeléctrico (pI). Para realizar la electroforesis en dos dimensiones se 

escogieron al azar tres muestras de PS colectado con VA y tres muestras de PS 

colectado con EE. La electroforesis se llevó a cabo de la siguiente manera: una 

alícuota conteniendo 100 µg de proteínas precipitadas con acetona fueron diluidas en 

http://imagej.nih.gov/ij/
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125 µl de buffer de rehidratación (8 M urea, 2% [3-(3-(cholamidopropyl) dimethyl-

ammonio)-1 propane sulphomate] (CHAPS), 40 mM dithiothreitol (DTT), 0,5% IPG 

buffer 3–10 NL (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) y 0,002% de bromophenol blue. La 

rehidratación pasiva se realizó en tiras de 7 cm, con gradientes no lineales depH 3-10 

(IPGs GE Healthcare, Uppsala, Sweden). Las tiras se colocaron durante 16 h en el 

canal de rehidratación con la solución descripta anteriormente. El isoelectroenfoque 

fue realizado utilizando un EttanTM IPGphorTM Isoelectric Focusing System (GE 

Healthcare). El equipo fue programado de la siguiente manera: 300 V a 200 Vh 

(steady-state level), 1000 V 300 Vh (gradiente), 5000 V 4500 Vh (gradiente) y 5000 V 

2000 Vh (steady-state level). Una vez finalizada la corrida en primera dimensión las 

tiras fueron incubadas durante 15 min en agitación suave con buffer de equilibrio (50 

mM Tris–HCl, pH 8,8, 6 M urea, 30% glicerol, 2% SDS, bromophenol blue) con 1% 

(w/v) DTT, luego volvieron a incubarse por otros 15 min en el mismo buffer 

conteniendo 2.5% (w/v) iodoacetamida. La separación de proteínas en la segunda 

dimensión fue realizada en geles de 12% de poliacrilamida como fue descripto en el 

punto anterior.  

Los geles bi-dimensionales fueron escaneados a 300 dpi y analizados 

utilizando el software PD-Quest (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Con los mapas 

bidimensionales obtenidos de las tres muestras de PS colectado con VA y EE se 

generó una imagen representativa denominada master gel por método de colecta. Se 

utilizaron marcas para relacionar y comparar los puntos o spots presentes en cada 

master gel. Se comparó la densidad de estos spots (concentración de proteínas) y 

fueron reportadas como parte por millón sobre el total de la densidad óptica integrada 

de acuerdo al software PD-Quest. 

 

2.2.5.4. Identificación de las proteínas 

 

Las bandas y spots correspondientes a las proteínas de interés fueron 

recortados de los geles de una y dos dimensiones, respectivamente, y fueron enviados 

al Centro de Estudios Químicos y Biológicos por Espectrometría de Masa MALDI-TOF 

CEQUIBIEM (Universidad de Buenos Aires, Argentina). Luego fueron sometidos a una 

digestión tríptica para obtener su huella peptídica mediante espectrometría de masas 

tipo MALDI-TOF. Se utilizó un espectrómetro de masas con fuente de ionización 
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MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization) y analizador tipo tiempo de vuelo 

(TOF). Las secuencias resultantes fueron contrastadas con la base de datos de 

acceso libre del National Centre of Biotecnological Information (NCBI), utilizando la 

herramienta de búsqueda Mascot MS/MS ion (versión 2.1; www.matrixscience.com). 

Para la interpretación final de los resultados obtenidos en las búsquedas en las bases 

de datos, el programa utilizó el algoritmo MOWSE, en base a la cantidad y abundancia 

relativa de los péptidos identificados, obteniéndose la probabilidad asociada a cada 

una de las proteínas identificadas (MOWSE Score). En los casos en que la 

identificación de las proteínas se basó en un solo péptido, se tomó un score mínimo de 

50. 

 

2.2.6. Análisis estadístico de los datos 

 

Todos los datos fueron evaluados para la distribución de normalidad utilizando 

la prueba de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de la varianza utilizando el 

procedimiento de modelos lineales generales del paquete estadístico SAS (SAS 2000). 

Los parámetros espermáticos se analizaron mediante ANOVA. El modelo estadístico 

incluyó los efectos del método de colecta, la semana y su interacción. Para evaluar la 

composición proteica del PS, se realizaron tres experimentos y se analizó una imagen 

representativa. Los valores de intensidad para cada banda se normalizaron a la 

proteína total dentro de cada calle, y el análisis estadístico se llevó a cabo utilizando la 

prueba T-Student para datos no apareados (dos colas). Las diferencias 

estadísticamente significativas se determinaron con p ≤ 0,05. 
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2.3. RESULTADOS 

 

2.3.1. Evaluaciones cuali-cuantitativas realizadas sobre los eyaculados en 
estado fresco y luego de la congelación/descongelación 

 

Inicialmente se determinó el volumen de los eyaculados y la proporción entre 

células espermáticas y PS de los mismos. Los eyaculados obtenidos con EE 

presentaron mayor volumen que los obtenidos con VA y la relación 

espermatozoides/PS para los eyaculados obtenidos con VA fue mayor que para los 

obtenidos con EE (tabla 1) evidenciando que el mayor volumen obtenido por medio de 

EE corresponde a PS. Consistentemente, la concentración de espermatozoides/ml de 

semen, fue mayor en los eyaculados obtenidos mediante VA en comparación con EE 

(tabla 1). 

Las movilidades (total y progresiva) y el porcentaje de células con membrana 

plasmática intacta del semen fresco fueron mayores en los eyaculados obtenidos 

mediante EE en comparación con los obtenidos por VA. No detectamos diferencias en 

el porcentaje de espermatozoides con membrana plasmática funcional entre ambos 

métodos de colecta (tabla 1). 

En cuanto a la calidad de los eyaculados obtenidos con VA y EE luego de su 

congelación/descongelación, se observó un aumento significativo en el porcentaje de 

células con membrana plasmática intacta, simultáneamente con una disminución en el 

porcentaje de células que perdieron el acrosoma en los eyaculados colectados por EE 

(tabla 2). Sin embargo, para esta misma condición el porcentaje de espermatozoides 

con membrana funcional fue menor en comparación con los obtenidos por VA (tabla 

2).  
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Tabla 1. Parámetros cuali/cuantitativos de muestras seminales de carnero obtenidas 
con vagina artificial (VA) y electroeyaculación (EE). 

Parámetro  VA EE 

Movilidad total (%) 47,0 ± 4,5a 67,5 ± 4,5b 

Movilidad progresiva (%) 51,0 ± 2,7a 78,3 ± 2,7b 

Membrana plasmática  

intacta (%) 

43,7 ± 3,7a 69,0 ± 3,7b 

Membrana plasmática  

funcional (%) 

54,0 ± 4,5 52,2 ± 4,5 

Volumen (µl) 

Concentración (espz./ml) 

1740,5 ± 474,1b 

3027,8 ± 711,0a 

3999 ± 38,6a 

1564,2 ± 744,0b 

Media ± error estándar; letras diferentes (ab) por columnas indican diferencias 
significativas (p< 0,05). 
 

 

Tabla 2. Parámetros cuali/cuantitativos de muestras seminales 
congeladas/descongeladas de carnero obtenidas con vagina artificial (VA) y 
electroeyaculación (EE). 

Parámetro (%) VA EE 

Movilidad total 36,6 ± 3,0 35,2 ± 3,0 

Movilidad progresiva 31,0 ± 4,0 36,0 ± 4,0 

Membrana plasmática intacta 34,7 ± 2,7b 50,0 ± 2,8a 

Membrana plasmática funcional 42,0 ± 3,9 26,4 ± 4,2 

Patrón CTC-F 33,4 ± 4,0 29,8 ± 4,0 

Patrón CTC-B 40,8 ± 2,9 42,3 ± 2,9 

Patron CTC-AR 37,2 ± 2,1a 30,6 ± 2,1b 

Media ± error estándar; letras diferentes (ab) por columnas indican diferencias 
significativas (p< 0,05). 
 

2.3.2. Evaluaciones realizadas sobre el plasma seminal 

 

La concentración proteica del PS fue similar entre ambos métodos de colecta 

(66,4 ± 21,1mg/ml y 48,6 ± 14,7 mg/ml, respectivamente para VA y EE). Sin embargo, 

al ajustar la concentración proteica por el volumen de PS, el contenido proteico total 

fue significativamente mayor en los eyaculados obtenidos con EE que los obtenidos 

mediante VA (216,3 ± 56,5 mg y 127,1 ± 55,0 mg respectivamente). El análisis 
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cualitativo y posterior densitometría de las proteínas de los PS obtenidos por los dos 

métodos mostró el mismo patrón electroforético, observándose variaciones en su 

concentración relativa. El PS obtenido con EE presentó una mayor abundancia relativa 

de proteínas de bajo peso molecular. Cinco proteínas de bajo peso molecular 

aproximadamente 25, 23 kDa y tres bandas menores a 12kDa denominadas *10, *11, 

*13, *15 y *16, respectivamente (figura9, panel inferior) estuvieron significativamente 

aumentadas en el PS colectado con EE. La proteína de aproximadamente 38 kDa, 

designada como banda *8, también se encontró aumentada en el PS obtenido con EE 

con respecto al PS obtenido con VA (p = 0,05). Por otro lado, dos bandas proteicas de 

alto peso molecular, aproximadamente 102 y 52 kDa denominadas *1 y *5 (figura9, 

panel superior) estuvieron aumentadas (p < 0,05) en el PS colectado con VA. Tres de 

las proteínas aumentadas en PS obtenido con EE fueron identificados por huella 

peptídica como CLUSTERIN, BINDEROFSPERM PRECURSOR y SEMINALVESICLE 

14-kDa PROTEINPRECURSOR (RSVP14) (figura 9; tabla 8anexo). 

Basándonos en que el PS colectado con EE se encontró enriquecido en 

proteínas de bajo peso molecular enfocamos el análisis de electroforesis en dos 

dimensiones en las proteínas comprendidas en el rango 12–31 kDa. Detectamos 15 

spots con puntos isoeléctricos (pI) comprendidos en el rango 3,0 y 7,0. Cinco de estos 

spots se encontraron aumentados en el PS colectado con VA, denominados como *2, 

*8, *9, *10y *13 (figura 10) y 10 spots aumentados en el PS colectado con EE, 

denominados*1, *3, *4, *5, *6, *7, *11, *12, *14 y *15 (figura10). Un spot (*16) de 

aproximadamente 31 kDa de peso molecular y pI 4,8 fue exclusivamente observado en 

el PS recuperado con EE. Tres de estos spots fueron identificados por espectrometría 

de masa como SEMINALVESICLE PROTEINPRECURSOR (RSVP22), EPIDIDYMAL 

SECRETORY PROTEIN E1 PRECURSOR y SEMINALVESICLE 14-kDa PROTEIN 

PRECURSOR (RSVP14) (figura10; tabla I anexo). 
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Figura 9.Análisis electroforético en una dimensión de las proteínas que 
componen el plasma seminal obtenido por electroeyaculador (EE) y vagina 
artificial (VA).En la parte superior de la figura se resuelven las proteínas de alto peso 
molecular (SDS-PAGE, 10% acrilamida) y en la parte inferior las de bajo peso 
molecular (15% acrilamida). A la derecha de la figura se muestran los perfiles 
proteicos y a la izquierda los resultados de densitometría. Se analizaron cuatro pooles 
de plasma seminal (15 µg/línea) colectados con vagina artificial (VA 1–4) y cuatro con 
electroeyaculación (EE 1–4). La posición del marcador de peso molecular se indica a 
la izquierda. La intensidad de cada banda fue normalizada al valor de proteína total 
dentro de su correspondiente línea. Para determinar las diferencias entre métodos de 
colecta, el valor promedio ± desvío estándar de cada banda fue analizado con T-test 
(panel izquierdo). Las diferencias significativas se indican por *. Tres de las proteínas 
aumentadas en PS colectado con EE fueron identificadas por huella peptídica como se 
indica a la derecha del gel. 
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Figura 10. Análisis electroforético en dos dimensiones de las proteínas de bajo 
peso molecular que componen el plasma seminal obtenido por 
electroeyaculación (EE) y vagina artificial (VA). Master gels de tres ensayos 
generados por PD-Quest software (Bio-Rad) y las respectivas intensidades de los 
spots de proteínas de plasma seminal obtenidas con EE y VA. Los marcadores de 
peso molecular se indican a la izquierda y los indicadores de pI en la parte superior de 
los geles. Las flechas muestran las proteínas que fueron identificadas por 
espectrometría de masas MALDI-TOF/TOF. 
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2.4. DISCUSIÓN 

 

Mediante los resultados presentados en este capítulo observamos que el 

método de colecta seminal influye en la calidad de los eyaculados obtenidos, tanto en 

estado fresco como luego de la congelación/descongelación. Con una mayor calidad 

para los eyaculados obtenidos mediante EE, en concordancia con lo reportado por 

Marco-Jiménez et al. (2005).  

A nivel de la composición del semen, se observó que los eyaculados 

colectados con EE tuvieron una mayor proporción de PS, lo que coincide con estudios 

publicados anteriormente en caprinos y bovinos (Jiménez-Rabadán et al., 2012; Rego 

et al., 2015). Esta mayor proporción de PS podría explicarse por la sobreestimulación 

que ejercen los impulsos eléctricos en las glándulas sexuales accesorias (Dziuk et al., 

1954; Pineda et al., 1987). El contenido total de proteínas se encontró aumentado en 

el PS obtenido mediante EE, esto también tendría origen en el lugar de acción de la 

EE, ya que las glándulas sexuales y más específicamente las vesículas seminales, 

son las que ejercen el mayor aporte al contenido proteico del PS. Adicionalmente, 

Henault et al. (1995) observaron que la calidad espermática disminuía fuertemente si 

las vesículas seminales eran removidas, confirmando la hipótesis de que son las 

proteínas originadas en estas glándulas las que mayor efecto ejercen sobre la calidad 

seminal. 

La cantidad y composición del PS posiblemente determina la calidad de los 

espermatozoides, tal como se ha demostrado previamente (Ledesma y col., 2012; 

López-Rodrígues et al., 2013; Rickard et al., 2014). El PS de los mamíferos juega un 

papel muy importante en el mantenimiento de la movilidad y viabilidad espermática, 

preservando la integridad de las membranas plasmáticas. Varios autores han 

demostrado que si la concentración de PS en el medio disminuye se ven afectadas 

negativamente la movilidad, actividad metabólica y capacidad fecundante en los 

espermatozoides eyaculados en diferentes especies como ovinos (Ashworth et 

al.,1994; Graham, 1994; Maxwell et al., 2007), conejos (Castellini et al., 2000), bovinos 

(Maxwell et al., 1998; Garner et al., 2001) y porcinos (Centurion et al., 2003; Caballero 

et al., 2004). Por lo tanto, una mayor proporción de PS debería ser beneficiosa y 

podría explicar en parte los mejores parámetros de calidad observados en este estudio 

en los espermatozoides colectados con EE. En trabajos realizados en nuestro grupo, 

donde se colectó semen por medio de VA y EE y luego de separar los 

espermatozoides del PS, se reconstituyó el eyaculado con el PS opuesto al método de 
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obtención de las células, se observó un mayor porcentaje de espermatozoides con 

membrana plasmática funcional e intacta, acrosomas intactos y mayor potencial 

fecundante, luego de la criopreservación, en espermatozoides obtenidos con EE en 

comparación con los obtenidos con VA, independientemente del PS agregado. Esto 

nos sugirió que el contacto inicial con el PS durante la eyaculación determina la 

calidad seminal. De acuerdo con Dott et al. (1979), esto sería posible ya que el 

contacto inicial del espermatozoide con el PS al momento de la eyaculación marca una 

conducta particular en los espermatozoides que no se modificaría con los 

subsecuentes lavados. 

El perfil proteico del PS utilizando electroforesis en una y dos dimensiones (1D 

y 2D-PAGE) como método de detección se ha utilizado previamente para la 

caracterización de las proteínas de PS de bovino (Desnoyers et al.1994), jabalí 

(Jonakova et al., 2007), equino (Brandon et al., 1999) y ovino (Jobim et al., 2005). 

Según Bergeron et al. (2005), Jobim et al. (2005) y Cardozo et al. (2006) las 

principales proteínas presentes en el PS ovino corresponden a un grupo de proteínas 

de bajo peso molecular (12-30 kDa). Nosotros observamos que este grupo de 

proteínas se vio aumentado de manera significativa en el semen obtenido mediante 

EE. Además, una proteína (31 kDa, pI 4,8) estuvo presente únicamente en el PS 

obtenido con EE cuando se analizó por 2D-PAGE. Por su PM y su pI, ésta podría 

corresponder a la glucoproteína ALFA-2-HS, un inhibidor de proteasa de amplio 

espectro que regula la función espermática luego de la cópula (Hedrich et al., 2010). 

Sin embargo, el mecanismo por el cual ejerce su efecto aún es desconocido (Souza et 

al., 2012). La proteína llamada EPIDIDYMALSECRETORYPROTEIN E1, identificada 

como aumentada en el PS obtenido por EE por 2D-PAGE, es una proteína de unión al 

colesterol originada en el epidídimo de mamífero y es la más abundante en la cola 

epididimaria. Esta se une a los espermatozoides y podría ayudar a la adecuada 

maduración de los mismos (Moura et al., 2010). Jobim et al. (2005) sugirieron que esta 

proteína está relacionada con una elevada congelabilidad del semen bovino. 

Graham (1994) y Maxwell et al. (1999) demostraron que el agregado de PS 

aumentó la resistencia espermática a los daños ocasionados por la criopreservación. 

Adicionalmente, se demostró que este efecto crioprotector del PS está dado por la 

presencia de determinadas proteínas, entre estas RSVP22 y RSVP14.En el presente 

estudio, mediante la combinación de la información obtenida por 1D SDS, 2D-PAGE y 

espectrometría de masas, pudimos identificar en el PS las proteínas RSVP22 y 

RSVP14 secretadas por las vesículas seminales, además de BINDEROFSPERM 5 
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PRECURSOR. Estas tres pertenecen a la familia de las BSP (BINDER OF SPERM 

PROTEINS) y que se caracterizan por tener un doble dominio de fibronectina tipo II en 

tándem, como otras proteínas del PSde otras especies, entre ellas PDC-109 (Esch et 

al. 1983), GSP-14/15 kDa y RSP15 (Bergeron et al., 2005). El dominio FN-II interactúa 

con los fosfolípidos colina presentes en la superficie espermática, con lipoproteínas de 

alta y baja densidad y con heparina, estabilizando las membranas y posteriormente 

desestabilizándolas en el tracto genital femenino (Manjunath; Therien, 2002). Esto 

sugiere que tendrían actividad decapacitante. También vimos aumentada en el PS 

obtenido con EE, una proteína llamada CLUSTERIN, que es la principal glicoproteína 

presente en la rete testis del testículo ovino. Las células de Sertoli serían la fuente 

principal de esta proteína (Blaschukz et al., 1983). CLUSTERIN también se encuentra 

involucrada en la maduración de las gametas (Howes et al., 1998) y posee sitios de 

unión a heparina (Pankhurst et al., 1998). 

El hecho de que las proteínas consideradas crioprotectoras, por su capacidad 

de estabilizar las membranas, estén aumentadas en el PS obtenido por EE podría 

explicar la mejor calidad de los eyaculados obtenidos con esta metodología luego de la 

congelación/descongelación. Esta mejor calidad fue inferida por el mayor porcentaje 

de espermatozoides con membrana plasmática íntegra, lo cual es representativo de la 

viabilidad celular. 

Las células espermáticas producen especies reactivas del oxígeno (ROS) 

como parte de su metabolismo normal. Sin embargo, si se producen en exceso estas 

moléculas son perjudiciales para las células, lo que conduce a una disminución de la 

viabilidad y de la integridad acrosómica, alteración del ADN y deterioro mitocondrial 

(Aitken; Koppers, 2011).Se ha descrito que la criopreservación aumenta la producción 

de ROS (Álvarez;Storey, 1992; O’Flaherty et al., 1997) y que los espermatozoides 

congelados/descongelados tienen una gran sensibilidad a estos ROS debido a la 

pérdida de su limitada capacidad antioxidante(Bilodeau et al., 2000).Muiño-Blanco et 

al. (2008) plantearon la hipótesis de un potencial efecto antioxidante de las proteínas 

RSVP14 y RSVP20.Teniendo en cuenta la capacidad antioxidante limitada de las 

células espermáticas, los componentes del PS son responsables de protegerlas contra 

el estrés oxidativo. Como los eyaculados obtenidos con EE tienen mayor proporción 

de estas dos proteínas, podría explicar los mejores resultados observados los 

parámetros de calidad seminal evaluados.  

Una de las mayores alteraciones causadas por la exposición a temperaturas de 

congelación en los espermatozoides, es la denominada criocapacitación (Maxwell; 
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Watson, 1996; Bailey et al., 2003). Los espermatozoides crio-capacitados tienen una 

menor vida media y menor capacidad de adhesión a las células del tracto genital 

femenino que los no capacitados. Además, éstas células son proclives a sufrir 

reacción acrosómica espontánea, ocasionado bajos porcentajes de preñez cuando el 

semen criopreservado se utiliza en IA (Maxwell, 1986). El agregado de PS revirtió la 

criocapacitación en espermatozoides de cerdo (Vadnais et al., 2005) y mejoró la 

fertilidad posterior en ovinos (Maxwell et al., 1999) y cerdos (Larsson; Einarsson, 

1976). Barrios et al. (2005) observaron que este efecto del PS en la reducción del 

porcentaje de espermatozoides criocapacitados es debida a las proteínas RSVP14 y 

RSVP20.Estos mismos autores observaron que, tanto la capacitación in vitro como la 

posterior reacción acrosómica, reducen el contenido de ambas proteínas en la 

superficie espermática y solo el 35% de ellas permanecen en los espermatozoides 

después de ambos procesos (Barrios et al., 2005). En el presente trabajo, pese a que 

el contenido de estas dos proteínas fue mayor en el PS obtenido con EE, no 

encontramos diferencias en el porcentaje de espermatozoides capacitados, evaluados 

por CTC, luego de la congelación en los eyaculados obtenidos con ambos métodos. 

Sin embrago, observamos un menor porcentaje de espermatozoides reaccionados en 

los eyaculados obtenidos con EE. En estos espermatozoides reaccionados ha ocurrido 

la liberación del contenido de enzimas del acrosoma, lo cual comprometería su 

habilidad fertilizante (Wang et al., 2007). Por lo tanto, sería interesante reducir el 

número de estos en el semen utilizado en una IA. 

En este capítulo se ha podido demostrar que el método de colecta seminal 

influye en la calidad de los eyaculados obtenidos, tanto en estado fresco como luego 

de la congelación/descongelación. Los eyaculados obtenidos mediante EE 

presentaron mayor calidad que los obtenidos con VA, esto podría estar relacionado al 

mayor contenido de PS, como a la mayor abundancia de proteínas de bajo peso 

molecular, consideradas crioprotectoras y más específicamente, al mayor contenido de 

RSVP14 y RSVP22.  
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Capítulo III. 

Capacidad de las proteínas del plasma 
seminal que interactúan con los 

espermatozoides de revertir los daños 
ocasionados por la criopreservación 
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3.1. INTRODUCCIÓN 

 

Proteínas del plasma seminal que interactúan con las membranas espermáticas 

 

El efecto beneficioso del PS sobre los espermatozoides criopreservados, tanto 

de prevenir como de revertir los daños ocasionados por la 

congelación/descongelación, se deben en gran parte a la acción de ciertas proteínas 

que lo componen y que tienen la capacidad de adherirse a las membranas 

espermáticas y estabilizarlas (Barrios et al., 2005). En nuestro grupo de trabajo, a 

través de las investigaciones realizadas por Bernardini et al. (2011), se desarrolló un 

método que permitió identificar un grupo de proteínas del PS que tienen la capacidad 

de interactuar con los componentes de la membrana plasmática de espermatozoides 

criopreservados (PPSiE). Esta PPSiE está compuesta por las proteínas 

LACTOTRANSFERRIN, EPIDIDYMAL SECRETORYPROTEIN E1, 

SYNAPTOSOMAL-ASSOCIATEDPROTEIN 29 (SNAP-29), RSVP14 y RSVP20 y 

demostró ser capaz de mejorar la movilidad y la ultraestructura mitocondrial de los 

espermatozoides sometidos a los procesos de congelación/descongelación. Sin 

embargo, este método desarrollado por Bernardini et al. (2011) presenta la desventaja 

de su bajo rendimiento, lo que dificulta su uso como herramienta biotecnológica. Tres 

de estas proteínas (EPIDIDYMAL SECRETORY PROTEIN E1, RSVP14 y RSVP20), 

coinciden con las reportadas en el capítulo anterior, como aumentadas en el PS 

obtenido por EE. Estas pertenecen a la familia de proteínas con doble dominio de 

fibronectina tipo II (FN-II). Como se mencionó, este dominio interactúa con fosfolípidos 

de colina presentes en la membrana espermática, con lipoproteínas de alta y baja 

densidad y con heparina, desempeñando un papel importante en la estabilización de 

las membranas (Manjunath; Thérien, 2002), por lo cual se podría pensar que serían 

las responsables de la actividad decapacitante descripta para el PS. Esta familia de 

proteínas inicialmente fue descrita como las más abundantes en el PS bovino, también 

han sido llamadas BSP (Manjunath, 1984). Se caracterizan por su bajo peso molecular 

(12–30 kDa) y por una estructura secundaria común que contiene dos dominios de 

fibronectina en tándem y una extensión amino-terminal, variable entre cada proteína. 

Proteínas homólogas a las BSP han sido identificadas también en equinos, caprinos, 

bisones, ovinos y como componentes menores en cerdos (Manjunath et al., 2007, 

2009). A su vez, estas pueden ser agrupadas en tres subfamilias (BSPH4, BSPH5 y 
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BSPH6) (Fan et al., 2006). El alto grado de conservación entre las diferentes especies 

de mamíferos indicaría la importancia de éstas en la reproducción.  

Por otro lado, como ya ha sido mencionado, la composición del PS es muy 

variable entre especies, entre animales de la misma especie, entre eyaculados de un 

mismo animal y como ha sido demostrado en el capítulo II, por el método de colecta 

utilizado. Adicionalmente, la composición proteica del PS se ve influenciada por la 

estación del año, en el caso de los reproductores con estacionalidad marcada 

(Cardozo et al., 2006; Butts et al., 2010; Leahy et al., 2010; Domínguez et al., 2008). 

Se conoce, además, que reproductores con diferente grado de fertilidad tienen una 

composición proteica diferencial en su PS (Moura et al., 2006).  

Por todo esto hipotetizamos que, así como varía la composición del PS, 

también se afectará la capacidad de las proteínas para revertir los daños ocasionados 

por los procesos de congelación/descongelación en los espermatozoides. 

 

Subpoblaciones de células en los eyaculados 

 

El eyaculado de los mamíferos está constituido por una población heterogénea 

de espermatozoides en la cual coexisten diferentes subpoblaciones con diferencias 

funcionales (Curry; Watson, 1994; Harrison, 1996; Holt, 1996; Abaigar et al., 1999). 

Esta heterogeneidad hace posible que el tracto genital femenino ejerza múltiples 

procesos selectivos que finalmente reducirán una población de millones a unos pocos 

espermatozoides competentes (Holt; Van Look, 2004). Muchos investigadores han 

identificado diferentes subpoblaciones basándose en las características de movilidad 

mostradas por los espermatozoides individuales mediante el uso de los sistemas 

CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis), que han mejorado los análisis de 

movilidad espermática haciéndolos más objetivos (Quintero-Moreno et al., 2003; 

Martínez-Pastor et al., 2005; Martínez-Pastor et al., 2011).Estos análisis permiten la 

evaluación individual de células espermáticas y con ello la identificación y 

cuantificación de diferentes poblaciones espermáticas según sus patrones de 

movimiento.  

En los últimos 20 años se han aplicado herramientas de análisis estadístico 

multivariado en la identificación de subpoblaciones espermáticas, haciendo posible 

determinar cómo tratamientos específicos afectan a estas poblaciones o evaluar las 

diferencias de subpoblaciones entre reproductores, ya que muchas veces el estudio 
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del efecto de determinados tratamientos sobre la población espermática total no refleja 

la respuesta de las subpoblaciones.  

Es por este motivo que el estudio de las subpoblaciones del eyaculado y del 

efecto del PS o de sus proteínas sobre ellas contribuirá a mejorar el entendimiento de 

su capacidad crioprotectora.  

 

Objetivos particulares de este capítulo 

 

➢ Analizar el efecto del agregado de PPSiE proveniente de plasma seminal 

obtenido con vagina artificial y electroeyaculación en dos estaciones 

(reproductiva y no reproductiva) a espermatozoides 

congelados/descongelados. 

 

➢ Optimizar el protocolo de extracción de las proteínas del plasma seminal que 

interactúan con la membrana plasmática de los espermatozoides (PPSiE). 

 

➢ Evaluar si la fertilidad de los espermatozoides determina el efecto de los 

tratamientos. 

 

➢ Identificar las subpoblaciones presentes en semen criopreservado en base a 

sus características de movilidad. 

 

➢ Comparar los tamaños relativos de las diferentes subpoblaciones en los 

eyaculados de carneros de alta y baja fertilidad. 

 

➢ Evaluar la habilidad de las PPSiE y del PS colectados con vagina artificial y 

electroeyaculación en estación reproductiva y fuera de estación, de modificar 

los tamaños de estas subpoblaciones en carneros de baja fertilidad.  
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3.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.2.1. Lugar y período experimental 

 

Instalaciones de la facultad de ciencias veterinarias de Paysandú, Universidad 

de la República, Uruguay, en el período septiembre-octubre del año 2014(experiencia 

uno) e Instituto de Desarrollo Ganadero y Sanidad Animal (INDEGSAL) de la 

Universidad de León, España, en el período mayo-noviembre del año 2015 

(experiencia dos).  

 

3.2.2. Organización del trabajo 

 

Para cumplir con los objetivos planteados en este capítulo se realizaron dos 

experiencias. La primera, realizada en Paysandú, Uruguay se buscó optimizar el 

protocolo de obtención de la fracción de proteínas del PS que interactúan con la 

membrana de los espermatozoides (PPSiE) y se evaluó el efecto del agregado de 

PPSiE obtenida con VA y EE a espermatozoides criopreservados luego de su 

descongelación sobre patrones de movilidad a diferentes períodos de incubación. Para 

una mejor comprensión de los materiales y métodos empleados y de los resultados 

obtenidos la denominaremos “experiencia uno”. 

En la segunda experiencia realizada enla Universidad de León, España se 

realizó para cumplir los siguientes objetivos: 

• Analizar el efecto del agregado de PPSiE obtenidas con VA y EE en dos 

estaciones (reproductiva y no reproductiva) a espermatozoides 

congelados/descongelados sobre la movilidad a un tiempo fijo, sobre 

parámetros fisiológicos espermáticos y sobre el estado de capacitación de los 

mismos; 

• Evaluar si la fertilidad de los espermatozoides determina el efecto de los 

tratamientos; 

• Detectar la presencia de subpoblaciones en espermatozoides provenientes de 

carneros con diferente grado de fertilidad; 

• Evaluar el efecto de las PPSiE sobre los espermatozoides considerando las 

diferentes subpoblaciones. 
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Para una mejor comprensión de los materiales y métodos empleados y de los 

resultados obtenidos la denominaremos “experiencia dos”. 

 

3.2.3. Obtención de eyaculados 

 

Experiencia uno: 

La obtención de los eyaculados se realizó de cinco carneros adultos de la raza 

Texel, mediante VA y EE, dos veces por semana, con un período de abstinencia de 

dos días entre colectas. Se conformaron pooles de semen por método y día de colecta 

que fueron diluidos y criopreservados de la misma manera que fue detallado en el 

capítulo II de esta tesis. 

Experiencia dos: 

Se utilizaron espermatozoides congelados pertenecientes a 10 carneros 

adultos de la raza Assaf divididos en dos grupos de 5 carneros cada uno de acuerdo a 

su fertilidad, en baja (35,3±3,0%) y alta (60,4±1,5%). El semen congelado fue 

proporcionado por OVIGEN (Centro de Selección y Mejora Genética de Ovino y 

Caprino de Castilla y León, Toro, España).   

 

3.2.4. Obtención de plasma seminal y proteínas 

 

Experiencia uno: 

La obtención de PS y PPSiE en la primera experiencia se llevó a cabo de los 

mismos carneros de la raza Texel a partir de eyaculados colectados con ambos 

métodos de extracción (VA y EE).  

 

Experiencia dos: 

En el caso de la segunda experienciase utilizaron 8 carneros adultos 

pertenecientes a la raza Assaf. 

En ambas experiencias se siguió el siguiente protocolo. Brevemente, con los 

eyaculados que presentaron una movilidad total ≥80% se formó un pool por método de 

colecta que luego fue dividido en dos partes. Una de estas partes fue utilizada para la 
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obtención de PS, con la misma metodología detallada en el capítulo II. La otra mitad 

del pool de semen fue utilizado para recuperar las PPSiE, para lo cual los eyaculados 

fueron lavados 10 veces con PBS para remover el exceso de PS no unido (800 x g, 10 

min), luego los espermatozoides libres de PS fueron incubados con 200 µl de buffer 10 

mM Glicina-HCl pH 3 (20 min, temperatura ambiente, en agitación). Finalmente, los 

espermatozoides fueron centrifugados y el sobrenadante conservado y neutralizado 

con Tris-HCL 2 M pH 9,5La concentración de proteína del PS y la PPSiE fue 

determinada mediante el método descrito por Bradford (1976), utilizando BSA para 

realizar la curva estándar. La concentración de las proteínas eluidas desde la 

superficie espermática proveniente de un volumen conocido de PS fue calculada en 

mg/ml. 

Para la comparación del método de obtención de PPSiE propuesto por 

Bernardini et al., (2011) con el alternativo propuesto por nosotros, durante la primera 

experiencia una fracción de las PPSiE se obtuvo siguiendo la siguiente metodología: 

espermatozoides epididimarios congelados fueron descongelados y lavados en PBS 

(100 xg, 10 min). El pellet espermático obtenido se sonicó, ultracentrifugó(120.000 x g, 

3 h, 5 °C) y se separó la fracción de membrana del pellet celular. El pellet fue 

suspendido en buffer TEN (10 mM Tris-HCl pH 7,5, 1 mM EDTA, 10 mM NaCl), 

conteniendo 1 mM de ortovanadato de sodio, 1 mM fluoruro desodio, 1 mM PMSF 

(fluoruro de fenilmetilsulfonilo), 10 g/lpepstatina A, 0,1 mM TLCK (Nα -Tosyl-Lys-

chloromethylketone, hydrochloride) y 0,5% Triton X-100. Posteriormente, la 

suspensión fue incubada por 1 h a 4 °C y centrifugada (16.000 x g, 20 min, 4 °C). Las 

proteínas de membrana solubilizadas fueron lavadas con PBS y concentradas en 

membranas YM-10 (Amicon). Para obtener las PPSiE se incubó PS conteniendo 500 

µg de proteínas con las proteínas de membrana solubilizadas obtenidas anteriormente 

en 200 µL de TBS, ON a temperatura ambiente, en agitación. Al finalizar esta 

incubación, las membranas de PVDF conteniendo las proteínas de membrana 

inmovilizadas fueron lavadas con TBS para separar las proteínas retenidas (PPSiE). 

La elución y neutralización se hicieron de la misma manera que en el protocolo 

alternativo mencionado en el paso anterior.  

 

3.2.5. Detección de RSVP14 y RSVP20 por western blot 
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Las proteínas de la PPSiE se separaron por medio de electroforesis en geles 

de 12 % (p/v) acrilamida que luego fueron transferidas a membranas de PVDF en un 

equipo de transferencia TE 70 PWR (Amersham) a 45 mA durante 2 h.La transferencia 

se realizó en buffer Towbin (25 mM Tris, 192 mM glicina y 20 % (v/v) metanol). Una 

vez transferidas, se procedió a bloquear los sitios de unión inespecífica a proteínas en 

la membrana con buffer bloqueante (3% BSA en TBS-T (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 

0,1% Tween 20, pH 7,5), durante 30 min. Posteriormente, la membrana bloqueada se 

incubó con anticuerpos policlonales contra RSVP14 y RSVP20 (donación Dr. Cebrián-

Pérez, Universidad de Zaragoza, España) a una dilución de 1:2000 y 1:500, 

respectivamente, durante 2 horas a 37 ºC en agitación suave. Luego de tres lavados 

en TBS-T las membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario IgG de 

conejo conjugado con fosfatasa alcalina a una dilución de 1:10000(A8025 Sigma) 

durante dos hs en agitación. Luego de tres lavados para quitar los restos de 

anticuerpo, la membrana se equilibró por 15 min en buffer de fosfatasa alcalina (AP) 

conteniendo Tris 0,1 M, pH 9,5; NaCl 0,1 M y MgCl2 5 mM. La actividad de fosfatasa 

alcalina se reveló con 0,33 mg/ml nitro-blue tetrazolium (NBT) y 0,01 mg/ml 5Br-4-Cl-3-

indol fosfato (BCIP) en buffer AP hasta el desarrollo de color. 

 

3.2.6. Diseño Experimental 

 
Experiencia uno: 

Para la primera experiencia tres pajuelas de semen criopreservado fueron 

descongeladas al azar mediante inmersión en BM (37 °C, 20 s), luego los 

espermatozoides móviles se seleccionaron mediante una columna de lana de vidrio 

(Arzondo et al., 2012) con la finalidad de eliminar la población de espermatozoides 

muertos y los restos de diluyente de congelación. La columna de lana de vidrio se lavó 

y equilibró previamente con PBS. Luego del método de selección, se midió la 

concentración mediante el sistema de CASA y se hicieron alícuotas de 10 x 

106espermatozoides/ml con PBS. A cada una de esas alícuotas se les agregó PS 

colectado con VA, PS colectado con EE, PPSiE colectada con VA, PPSiE colectada 

con EE o PBS (control). En este experimento únicamente se evaluaron parámetros de 

movilidad medidos con CASA a tres tiempos de incubación (15, 30 y 45 minutos) a 37 

ºC. 
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Experiencia dos: 

 

En la segunda experiencia tres pajuelas pertenecientes a carneros de baja o 

alta fertilidad fueron descongeladas al azar mediante inmersión en BM (37 °C, 20 s), 

vertidas en 1 mL de Androcoll-OTM y centrifugadas para remover las células muertas 

y el PS (800 x g, 5 min y luego 1200 x g, 10 min). El sobrenadante fue removido y el 

pellet espermático resuspendido en 250 µl de PBS y nuevamente centrifugado (800 x 

g, 5 min). El pellet resultante fue resuspendido en PBS y se calculó su concentración y 

movilidad. Para formar los tratamientos una alícuota (160 µl) de la suspensión 

espermática (10 x 106 espermatozoides) fue suplementada con 40 µL de 5 soluciones 

diferentes (200 µl volumen final) e incubadas a 37 °C durante una hora. Los medios de 

suplementación fueron los siguientes:  

 40 µL (20% v/v) de PS colectado con VA (40 µl= 0,6 mg de proteína en PS de 

primavera o 1,4 mg para PS de otoño)   

 40 µL (20% v/v) de PS colectado con EE (40 µl= 0,48 mg de proteína en PS de 

primavera o 1,2 mg en PS de otoño)    

 40 µL de PPSiE colectada con VA (7 µg para la colecta de primavera o 23 µg para la 

colecta de otoño) en PBS 0,5% fructosa.   

 40 µL de PPSiE colectada con EE (3,2 µg para la colecta de primavera o 29 µg para 

la colecta de otoño) en PBS 0,5% fructosa.   

 Control: 40 µL de PBS 0,5% fructosa.   

 

La cantidad de PPSiE fue seleccionada en base al contenido proporcional de 

proteínas proporcionadas por un volumen equivalente de PS completo de acuerdo a lo 

reportado previamente (Bernardini et al., 2011). La concentración de proteínas en PS 

fue 35,0 mg/ml y 30,0 mg/ml para VA y EE, respectivamente, en otoño y 15,0 mg/ml y 

12,0 mg/ml para VA y EE, respectivamente, en primavera. La concentración de 

proteína en PPSiE en otoño fue 7,8 mg/ml y 5,8 mg/ml para VA y EE, respectivamente, 

en primavera fue 0,9 mg/ml y 0,8 mg/ml para VA y EE, respectivamente. Se realizaron 

cuatro réplicas experimentales con semen descongelado perteneciente a carneros de 

baja fertilidad y cuatro réplicas con semen descongelado de carneros de alta fertilidad 

a los cuales se los incubó con PS o PPSiE obtenidos en primavera. El segundo 

experimento fue realizado de la misma manera en otoño.  Luego de una hora de 

incubación a 37 °C, fueron realizadas las siguientes determinaciones en los 

tratamientos y en el grupo control: movilidad con sistema CASA, parámetros 
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fisiológicos mediante citometría de flujo y estado de capacitación mediante western 

blott (fosforilación en tirosina). 

  

3.2.7. Análisis de parámetros espermáticos 

 

3.2.7.1. Movilidad espermática 

 
Los parámetros de movilidad fueron estimados mediante el uso de un sistema 

de análisis computarizado CASA (ISAS 1.0.4; Proiser SL, Valencia, Spain), para lo 

cual 5 μL de la muestra fueron colocados en una cámara Makler (10 μm; Haifa 

Instruments, Israel), atemperada a 37 °C, y se examinó bajo un microscopio con 

contraste de fase (Nikon E400; negative contrast 8 optics). Se contaron un mínimo de 

cuatro campos y 200 células a 10× usando una cámara de video (Basler A312f, Basler 

Vision Components, Exton, PA, USA), a 53 cuadros/s y un tiempo de adquisición de 1 

s. 10×. Los parámetros cinéticos grabados para cada espermatozoide fueron: 

movilidad total (MT; %), movilidad progresiva (MP; %), velocidad promedio (VAP; 

μm/s), velocidad en línea recta (VSL; μm/s), velocidad curvilínea (VCL; μm/s), 

linealidad (LIN; %), rectitud (STR; %), índice de oscilación (WOB; %), amplitud del 

desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide (ALH; μm) y frecuencia de 

batido (BCF; Hz) (figura 11).  

Los datos arrojados por el sistema CASA del patrón de movimiento de cada 

célula individual fueron reanalizados además aplicando el procedimiento en dos pasos 

de algoritmo de clusters AGNES (Fernández-Gago et al., 2016) con el objetivo de 

definir las subpoblaciones espermáticas. 
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Figura 11.Parámetros de velocidad espermática. Se indica la velocidad curvilínea 
(VCL, distancia recorrida a lo largo de la trayectoria real por unidad de tiempo), la 
velocidad rectilínea (VSL, distancia recorrida entre el primer y el último punto de la 
trayectoria por unidad de tiempo) y la velocidad media (VAP, distancia recorrida a lo 
largo de la trayectoria media). Los índices de linealidad, rectitud y oscilación surgen de 
la relación entre estos 3 parámetros representados, VSL/VCL, VSL/VAP y VAP/VCL 
respectivamente. Se representa, además, la amplitud del desplazamiento lateral de la 
cabeza (ALH, desplazamiento que efectúa la cabeza espermática en su trayectoria 
curvilínea de un lado a otro de la trayectoria media o lineal) y la frecuencia de batido 
de la cabeza (BCF, frecuencia con la que la trayectoria curvilínea atraviesa la 

trayectoria lineal o media en función del tiempo). 

 

3.2.7.2. Fisiología espermática 

 

Los parámetros de evaluación de la fisiología espermática fueron evaluados 

mediante citometría de flujo utilizando un equipo Cyan Adp flow cytometer (Beckman 

Coulter, Inc., Brea, USA). Los láseres utilizados para excitar los distintos fluorocromos 

fueron: 325-nm helium-cadmium UV para el Hoechst 33342, 488-nm argón-ion para 

YO-PRO-1, CM-H2DCFDA, M540 y PI y 633-nm helium-neón para MitoTracker Deep 

Red. Los parámetros adquiridos fueron FSC, SSC y la fluorescencia de cada 

fluorocromo. Los filtros utilizados fueron: 424/44 para Hoechst 3334, 2530/28 para YO-

PRO-1 y CM-H2DCFDA, 575/25 para M540, 670LP para IP y 620/20 para MitoTracker 

deep red. La adquisición fue controlada usando el software Summit V4.3.02. Todos los 

parámetros fueron leídos utilizando amplificación logarítmica. Se creó una plantilla de 

adquisición en el software con el fin de discriminar los espermatozoides de los 

residuos dentro de los eventos adquiridos. Para descartar los residuos se utilizó un 

Plot FSC/SSC y Hoechst 33342 vs. PI. Un total de 5.000 espermatozoides fueron 
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adquiridos por muestra con un flujo de 200 células/segundo. Finalmente, el análisis de 

los datos se realizó mediante Weasel v. 3.2 (WEHI, Melbourne, Australia).  

Los stocks de fluorocromos fueron preparados de la siguiente manera: Hoechst 

33342 (Sigma B2261) 8,9 mM en agua Milli-Q; YO-PRO-1 iodide (491/509) (Invitrogen 

Y3603) 1 mM en DMSO; Ioduro de propidio (IP) (Sigma P4170) 1,5 mM en agua Milli-

Q; Dichlorodihydrofluorescein diacetate (CM-H2DCFDA) (Invitrogen C6827) 1 mM en 

DMSO; Merocyanine 540 (M540; Sigma) 1 mM en DMSO y Mitotracker Deep Red 633 

(Invitrogen M22426) 100 µM en DMSO. Todas las tinciones fueron mantenidas en la 

oscuridad y a -20 °C hasta el momento de utilizarlas. 

 

Permeabilidad de la membrana plasmática y actividad mitocondrial 

 

Las variaciones en la permeabilidad de la membrana plasmática de los 

espermatozoides fueron evaluadas mediante la combinación YO-PRO-1/PI. PI 

atraviesa las membranas plasmáticas dañadas, emitiendo coloración roja al unirse al 

núcleo espermático. YOPRO-1 es un indicador de apoptosis que atraviesa las 

membranas plasmáticas de las células que tienen su permeabilidad aumentada 

emitiendo fluorescencia verde. La función mitocondrial se evaluó utilizando Mitotracker 

deep red, este fluorocromo es secuestrado en el interior de las mitocondrias y emite 

fluorescencia roja cuando estas están activas (elevado potencial de membrana). Las 

muestras fueron preparadas a 106 mL-1 en PBS con 100 nM YO-PRO-1, 3 µM PI y 100 

nM Mitotracker deep red. Luego de un período de incubación de 15 minutos a 37 °C en 

la oscuridad, las muestras fueron analizadas. Considerando la permeabilidad de la 

membrana, los espermatozoides fueron clasificados de la siguiente manera: viables 

con membrana de permeabilidad normal (YO-PRO-1-/PI-); viables con membranas de 

permeabilidad alterada o apoptóticos (YO-PRO-1+/PI-) y no viables (YO-PRO-1+/PI+). 

Los datos fueron expresados como porcentajes de espermatozoides en cada 

categoría. Considerando la permeabilidad de membrana y la actividad mitocondrial los 

espermatozoides fueron clasificados de la siguiente manera: viables con potencial de 

membrana normal (MitoTracker+/YO-PRO-1−); viables con mitocondrias con potencial 

de membrana disminuido (MitoTracker-/YO-PRO-1−) y apoptóticos o no viables (YO-

PRO-1+).  
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Especies reactivas del oxígeno (ROS) 

 

Los radicales libres son especies químicas que poseen uno o más electrones 

desapareados, capaces de existir en forma independiente, que se producen en todas 

las células como parte del metabolismo normal, aunque en determinadas situaciones 

ésta producción se ve incrementada. El conjunto de radicales libres que tienen la 

capacidad de producir daños oxidativos se les denomina Especies Reactivas del 

Oxígeno (ROS, según las siglas inglesas de reactive oxygen species). Para la 

detección de ROS intracelular se utilizó el fluorocromo CM-H2DCFDA, este compuesto 

se oxida a dichlorofluorescein (DCF) y emite fluorescencia a 530 nm en respuesta a 

488 nm de excitación. Este colorante se combinó con PI para remover la población no-

viable del análisis. Las muestras fueron preparadas de la siguiente manera 106 mL-1 en 

PBS con 1 µM CM-H2DCFDA y 2,5 µg/ml PI y fueron analizadas luego de una 

incubación de 15 minutos a 37 °C en la oscuridad. Para el análisis se usaron los datos 

de la intensidad media de fluorescencia, luego de excluir la población PI+ 

(espermatozoides no viables). 

 

Fluidez de membrana 

 

Para realizar esta determinación se utilizó la combinación M540/YOPRO-1. 

M540 se une preferencialmente a las membranas que han perdido el 

empaquetamiento lipídico, mientras que YO-PRO-1 tiñe los núcleos de las células con 

permeabilidad aumentada (“apoptóticas” o no viables). Las muestras fueron 

preparadas de la siguiente manera: 106 mL-1 en PBS con 2,7 µM M540 y 0,1 µM YO-

PRO-1 y fueron analizadas luego de una incubación de 15 minutos a 37 °C en la 

oscuridad. Los espermatozoides fueron clasificados de la siguiente manera: no viables 

o con permeabilidad aumentada (YO-PRO-1+); poca fluidez de membrana (M540-/YO-

PRO-1-) y elevada fluidez de membrana (M540+/YO-PRO-1-). 

 

3.2.7.3. Estado de capacitación  

 

La fosforilación de residuos de tirosina de las proteínas es uno de los procesos 

moleculares que acompaña a la capacitación espermática. Para realizar esta 

determinación alícuotas de semen con 5x106 células fueron centrifugadas a 7500 x g 



64 

  

durante 5 minutos a 4 °C y luego se descartó el sobrenadante. Posteriormente, las 

muestras fueron mezcladas con buffer Laemmli 5x [6,2, 5% (v/v) glicerol, 0,4% (p/v) 

SDS, 0,02% (p/v) azul de bromofenol] bajo condiciones reductoras (100 mM DTT) y 

calentadas a 100 ºC durante 5 minutos.Las proteínas solubilizadas fueron separadas 

por electroforesis en 10% (w/v) de acrilamida SDS–PAGE (Laemmli, 1970) y 

transferidas a membranas de PVDF (BIO-RAD). Los sitios no específicos fueron 

bloqueados con una solución bloqueante [TBS-T (10 mM Tris–HCl, pH 8, 120 mM 

NaCl, 0,05% Tween 20% y 5% de leche descremada en polvo] durante una hora a 

temperatura ambiente. Las tirosinas fosforiladas fueron detectadas mediante 

incubación con el anticuerpo primario Antiphosphotyrosine clone 4G10 monoclonal 

mouse (Millipore) a una dilución de 1:2000 en solución bloqueante, durante toda la 

noche a 4°C, en agitación constante. Luego de varios lavados en TBS-T, las 

membranas fueron incubadas durante una hora a temperatura ambiente con el 

anticuerpo secundario Goat anti-mouse IgG-HRP (GE, NA9311) a una dilución de 

1:5000 en solución bloqueante. Posteriormente las membranas fueron reveladas con 

reactivo de quimioluminiscencia (ECL commercial kit, GE Amersham Biosciences) y 

detectadas en películas autorradiográficas (Hyperfilm™ Amersham Biosciences). Las 

imágenes digitalizadas de los western blots fueron analizadas mediante el software 

ImageJ 1.43 (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, 

Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2015). La señal de fosforilación fue 

evaluada como volumen (área/intensidad).  

Luego del revelado se procedió a realizar el control de carga. Para lo cual las 

membranas se lavaron durante 20 minutos a 60 °C en buffer de stripping (62,5 mM 

Tris-HCl, 2% SDS, 100 mM β-mercaptoethanol, pH 6,5), se bloquearon nuevamente y 

se incubaron durante toda la noche con el anticuerpo primario mouse monoclonal anti-

tubulin (Sigma) a una dilución de 1:5000. La incubación con el anticuerpo secundario y 

el revelado fueron realizados de la misma manera descripta anteriormente. La 

normalización de los datos se realizó dividiendo las densidades medias de las 

proteínas fosforiladas por las correspondientes densidades de tubulina y expresadas 

como volumen (área/intensidad). 

 

3.2.8. Análisis estadístico de los datos 
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Los parámetros de calidad espermáticos se compararon mediante ANOVA 

utilizando el procedimiento MIXED del Statistical Analysis System versión 8.2 (SAS 

Institute INC, Cary, NC). Los datos de la evaluación del semen descongelado se 

utilizaron como covariable. El modelo estadístico incluyó el efecto delagregado de PS 

o PPSiE, método de colecta, estación y sus interacciones. Los resultados se 

expresaron como medias mínimas cuadradas (LSM) ± error estándar de las medias 

(SEM). Los datos se consideraron estadísticamente significativos cuando p <0,05. 

Los datos del análisis de subpoblaciones aplicando el procedimiento en dos 

pasos de algoritmo de clusters AGNES fueron procesados en el ambiente estadístico 

R (R Development Core Team, 2011). Los datos de la evaluación de las diferencias 

entre carneros con baja o alta fertilidad (control) se analizaron utilizando un modelo 

lineal general (GLM) sin efectos aleatorios. Se realizaron procedimientos teórico-

informativos para determinar el mejor modelo de ajuste, computando AICc (Akaike 

Information Criterion for small samples; Johnson; Omland, 2004; Symonds; Moussalli, 

2011).  Para evaluar el efecto de las PPSiE y del PS colectados con VA o EE, en 

estación reproductiva o contraestación se utilizó un modelo general de efectos mixtos 

lineales (GLMM). Este análisis es particularmente útil cuando los datos no son 

independientes (Pinheiro; Bates, 2000). El uso del GLMM permite la inclusión de datos 

para una muestra de espermatozoides como un efecto aleatorio y, por lo tanto, la 

contabilización de las correlaciones dentro de la muestra en todos los modelos (Littell 

et al., 2000). 
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3.3. RESULTADOS 

 

Experiencia uno 

3.3.1. Optimización de la metodología para obtener proteínas del plasma seminal 
que interactúan con los espermatozoides (PPSiE) 

 

Partiendo del conocimiento de que existen proteínas que son retenidas por las 

membranas de los espermatozoides y que, por su alta afinidad, solo son liberadas por 

cambios de pH (Bernardini et al., 2011), se precipitaron espermatozoides de 

eyaculados obtenidos por ambos métodos de colecta y luego de eliminar las proteínas 

libres, se cosecharon las proteínas unidas con mayor afinidad. La diferencia entre este 

procedimiento y el reportado previamente por nuestro laboratorio es que se parte de 

células vivas en lugar de fracciones de membrana inmovilizadas obtenidas de 

espermatozoides de origen epididimario. Por lo tanto, la nueva metodología de 

obtención presentó dos ventajas, por un lado, la mayor cantidad de PS que se puede 

procesar y por el otro, al no requerir espermatozoides epididimarios, nos 

independizamos de la necesidad de animales castrados. Sin embargo, era necesario 

determinar si las proteínas consideradas con capacidad crioprotectora se encontraban 

presentes en la fracción de proteínas retenida colectada con VA y EE por este método 

en comparación con el reportado. Por medio de western blott se determinó que el perfil 

de proteínas con capacidad de interactuar con la membrana plasmática de los 

espermatozoides (PPSiE) fue similar entre protocolos de extracción. Así mismo no se 

detectaron diferencias entre métodos de colecta seminal (VA vs. EE), observándose 

las bandas correspondientes a RSVP 14 y RSVP 20 en todas las calles (figura 12). 
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Figura 12. Inmunodetección de proteínas RSVP14 y RSVP20 en PPSiE obtenidas 
con VA: vagina artificial y EE: electroeyaculación. En las calles 1 y 2 PPSiE 
obtenidas por método descripto por Bernardini et al. (2011) y calles 3 y 4 PPSiE 
obtenidas por método actual. 

 

3.3.2. Efecto de las proteínas del plasma seminal que interactúan con la 
superficie espermática (PPSiE) sobre la movilidad espermática en función 
del tiempo de incubación 

 

Para evaluar si la PPSiE era capaz de mejorar los parámetros de movilidad del 

semen descongelado en comparación con el PS completo, además del tiempo de 

incubación requerido, se incubaron espermatozoides con PPSiE, PS completo o sin 

tratamiento y se analizó la movilidad de manera objetiva por medio del sistema CASA. 

No detectamos diferencias significativas entre los tratamientos y el control para las 

variables movilidad total y progresiva. Como era esperable, la movilidad total 

disminuyó significativamente con el tiempo de incubación (p=0,007) en todos los 

tratamientos. Con respecto a la movilidad progresiva, también se detectó efecto del 

tiempo de incubación (p=0,042) para los tres tiempos evaluados. 

Con respecto a los parámetros de medición de velocidad espermática pudimos 

observar que la suplementación con PPSiE ocasionó una disminución de VCL, VSL y 

VAP a los 30 y 45 minutos de incubación, a diferencia de lo ocurrido luego del 

agregado de PS colectado mediante VA que ocasionó un incremento significativo de 

estos parámetros (tabla 3).  
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En cuanto a la linealidad del movimiento (LIN), la frecuencia de batido (BCF), y 

el balanceo (WOB) disminuyeron luego del agregado de PPSiE en todos los tiempos 

evaluados. La suplementación con PS no tuvo efecto significativo sobre ninguno de 

ellos (tabla 3). 
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Tabla 3. Cinética de espermatozoides ovinos tratados con plasma seminal o sus proteínas 
colectados con vagina artificial y electroeyaculador evaluados a tres tiempos de incubación (15, 30, 
45 min). En todos los casos se detectó interacción entre tratamiento y tiempo de incubación. 

Parámetro 

(unidad) 

Tiempo PS VA PS EE PPSiE VA PPSiE EE Control 

 

Movilidad 

Total 

  15 56,00 ±2,93 58,72 ±2,93 55,25 ±2,93 54,37 ±2,93 56,48 ± 2,93 

  30 40,27 ±2,69 41,50 ±2,69 39,60 ±2,69 42,40 ±2,69 43,20 ± 2,69 

  45 42,18 ±3,74 42,89 ±3,74 44,05 ±3,74 42,15 ±3,74 40,79 ± 3,74 

 

Movilidad 

Progresiva 

  15 31,87 ±1,62 31,80 ±1,62 33,20 ±1,62 30,43 ±1,62 31,21 ± 1,62 

  30 25,56 ±2,23 27,05 ±2,23 25,35 ± 2,23 24,00 ±2,23 25,46 ± 2,23 

  45 25,61 ±2,60 28,61 ±2,60 26,15 ± 2,60 25,61 ±2,60 25,00 ± 2,60 

 

VCL (µm/s) 

15 103,74±9,39a 81,74±9,39b 83,23±9,39b 64,80±9,39c 78,64±9,39ab 

30 82,71±4,74a 66,71±4,74b 43,50±4,74c 40,20±4,74c 75,26±4,74ab 

45 46,67±3,81a 55,75±3,63a 32,11±3,81b 20,96±4,01b 49,96±3,63a 

 

VSL (µm/s) 

15 79,89±7,16a 52,69±7,16b 49,45±7,16b 36,42±7,16b 50,05±7,16b 

30 55,52±3,87a 38,61±3,87b 22,32±4,0c 17,29±3,87c 48,01±3,87ab 

45 25,25±3,05a 31,91±2,91a 13,04±3,05b 5,23±3,21b 29,20±2,91a 

 

VAP (µm/s) 

15 82,88±7,32a 55,52±7,32b 52,99±7,32b 39,45±7,32b 53,36±7,32b 

30 58,13±3,89a 41,43±3,89b 25,02±4,03c 20,31±3,89c 51,08±3,89ab 

45 27,52±3,05a 34,26±2,92a 15,79±3,05b 7,98±3,21b 31,67±2,92a 

 

LIN (%) 

15 64,70±3,0a 53,15±3,0b 38,12±3,0cd 33,01±3,0d 45,37±3,0bc 

30 52,35±4,13a 42,0±4,13b 28,92±413c 25,10±4,13c 47,12±4,13ab 

45 35,23±2,27ª 40,46±2,27ª 22,13±2,27b 17,45±2,27b 37,26±2,27ª 

 

BCF (Hz) 

15 22,67±1,68a 20,23±1,68ab 12,98±1,68cd 10,91±1,68d 16,89±1,68bc 

30 20,85±1,37a 16,33±1,37b 8,26±1,42c 7,48±1,37c 17,81±1,37ab 

45 12,45±0,99a 14,42±0,95a 6,09±0,99b 3,47±1,06b 12,43±0,95a 

 

WOB (%) 

15 69,04±2,46a 59,93±2,46b 47,00±2,46cd 43,18±2,46d 53,29±2,46bc 

30 59,17±1,10a 49,10±1,10b 39,78±1,10c 36,76±1,10c 55,52±1,10ab 

45 44,46±2,76a 48,19±2,76a 34,03±2,76b 31,17±2,76b 47,58±2,76a 

 

ALH (µm) 

15 0,67±0,63 0,65±0,63 0,71±0,63 0,60±0,63 0,63±0,63 

30 0,63±0,03a 0,61±0,03ª 0,45±0,03b 0,45±0,03b 0,61±0,03ª 

45 0,46±0,02a 0,51±0,02a 0,39±0,02b 0,31±0,02b 0,46±0,02a 

PS: plasma seminal; VA: vagina artificial; EE: electroeyaculación; PPSiE: proteínas del plasma 
seminal que interactúan con los espermatozoides; VCL: velocidad curvilínea; VSL: velocidad en línea 
recta; VAP: velocidad promedio; LIN: linealidad; WOB: índice de oscilación; ALH: amplitud del 
desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide; BCF: frecuencia de corte de la línea de 
trayectoria. Se muestran valores medios ±SEM. Letras diferentes (abc) entre columnas dentro de la 
misma línea indican diferencias estadísticas significativas entre tratamientos para el mismo tiempo de 
incubación (p < 0,05).  
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Experiencia dos: 

3.3.3. Efecto de las proteínas del plasma seminal que interactúan con la 
superficie espermática (PPSiE) sobre parámetros espermáticos a tiempo 
fijo 

 

3.3.3.1. Movilidad espermática  

 

Luego de la evaluación de los parámetros de movilidad espermática 

observamos que los espermatozoides provenientes de animales de alta y baja 

fertilidad, descongelados ylavados mediante gradientes de concentración (Androcoll-

OTM) e incubados con PS registraron los mayores porcentajes de movilidad total y 

progresiva, mientras que la suplementación con PPSiE obtenidas con ambos métodos 

no tuvo efecto sobre estos parámetros. No detectamos diferencias significativas según 

la estación de colecta de PS y PPSiE (p ≥ 0,05). 

Con respecto a los parámetros de velocidad espermática, la velocidad circular 

(VCL) y la velocidad recta (VSL) disminuyeron luego de la suplementación con PS y 

PPSiE obtenida con EE mientras que la colectada con VA no tuvo diferencias con el 

control. En el caso de la velocidad promedio (VAP), todos los medios de 

suplementación la disminuyeron. 

En la valoración de las medidas de progresión, LIN, STR y WOB y 

desplazamiento lateral de la cabeza espermática (ALH) y frecuencia de batido (BCF), 

LIN disminuyó luego del agregado de PPSiE colectada con EE. Contrariamente, STR, 

ALH y BCF se comportaron de la misma manera, disminuyendo luego del agregado de 

PS, sin diferencias entre los demás medios de suplementación y el control. El 

balanceo (WOB) aumentó luego del agregado de PS (tabla 4). 
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Tabla 4.Cinética de espermatozoides ovinos tratados con plasma seminal o sus proteínas 
colectados con vagina artificial y electroeyaculador evaluados luego de una hora de incubación. 
No se detectaron interacciones, por lo tanto, se consideró únicamente el efecto del tratamiento 

Parámetro 

(unidad) 

PS VA PS EE PPSiE VA PPSiE EE Control 

MT (%) 74,13 ± 2,99ª 72,27 ± 2,99a 60,07 ± 2,99b 53,92 ± 2,99b 54,30 ± 3,01b 

MP (%) 64,97 ± 2,64ª 63,73 ± 2,64ª 53,27 ± 2,64b 46,18 ± 2,64b 48,28 ± 2,78b 

VCL (µm/s) 110,19 ± 6,23c 111,41 ± 6,23c 148,92 ± 6,23ab 136,76 ± 6,23b 159,67 ± 6,26ª 

VSL (µm/s) 80,01 ± 6,22b 84,27 ± 6,22b 108,22 ± 6,22ª 92,55 ± 6,22b 117,40 ± 6,47ª 

VAP (µm/s) 95,47 ± 5,61b 98,14 ± 5,61b 119,44 ± 5,61b 105,50 ± 5,61b 130,82 ± 5,84ª 

LIN (%) 76,66 ± 2,76ª 78,08 ± 2,76ª 73,71 ± 2,76ab 69,10 ± 276b 75,71 ± 2,82ª 

STR (%) 87,95 ± 1,10c 89,28 ± 1,10bc 92,83 ± 1,10ª 91,74 ± 110ab 93,06 ± 1,12ª 

WOB (%) 87,79 ± 1,83ª 88,39 ± 1,83ª 80,08 ± 1,83b 76,66 ± 1,83c 82,89 ± 1,83b 

ALH (µm) 1,50 ± 0,10b 1,48 ± 0,10b 2,10 ± 0,10ª 2,12 ± 0,10ª 2,07 ± 0,11ª 

BCF (Hz) 22,58 ± 0,79bc 21,58 ± 0,79c 25,72± 0,79a 24,60± 0,79ab 25,79 ± 0,84ª 

PS: plasma seminal; VA: vagina artificial; EE: electroeyaculación; PPSiE: proteínas del plasma 
seminal que interactúan con los espermatozoides; VCL: velocidad curvilínea; VSL: velocidad en 
línea recta; VAP: velocidad promedio; LIN: linealidad; WOB: índice de oscilación; ALH: amplitud 
del desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide; BCF: frecuencia de batido. Se 
muestran valores medios ±SEM. Letras diferentes (abc) entre columnas dentro de la misma línea 
indican diferencias estadísticas significativas entre tratamientos para el mismo tiempo de 
incubación (p < 0,05).   

 

3.3.3.2. Estado de capacitación  

 

Con el fin de evaluar si las proteínas del plasma seminal que interactúan con 

los espermatozoides (PPSiE) tenían la habilidad de revertir los signos moleculares de 

capacitación, se analizó el estado de fosforilación en residuos tirosina de las proteínas 

espermáticas luego de una hora de incubación. Se detectaron dos bandas proteicas 

de aproximadamente 45 y 40 kDa. Su cuantificación densitométrica reveló que la 

fosforilación inducida por la congelación/descongelación fue revertida luego de 1 h de 

incubación tanto con PPSiE como con PS colectados con VA y EE. Observando una 

disminución significativa de las bandas de 45 kDa y 40 kDa en todos los tratamientos 

en comparación con el control (Fig. 13). La estación de colecta y la fertilidad no 

tuvieron ningún efecto sobre este parámetro (p≥0,05). 
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Figura 13.Evaluación del patrón de proteínas fosforiladas en residuos tirosina en 
espermatozoides congelados/descongelados. La fosforilación fue detectada 
mediante western blot empleando un anticuerpo monoclonal anti-fosfotirosina (A: panel 
superior) a partir de proteínas totales obtenidas luego de 1 h de incubación con PS: 
plasma seminal, PPSiE: proteínas del plasma seminal que interactúan con los 
espermatozoides, obtenidos con VA: vagina artificial, EE: electroeyaculación. Se 
realizó una cuantificación de la intensidad de la señal detectada para cada banda 
relativizada a la intensidad detectada con anti-tubulina (A: Panel inferior). B: 
Densitometría de la intensidad de las bandas correspondientes a 45 y 40 kDa 
relativizadas cada una a su correspondiente intensidad de tubulina, letras diferentes 
(abc) indican diferencias significativamente diferentes (* p< 0,05). 

 

3.3.3.3. Parámetros fisiológicos del espermatozoide 

 

El análisis de los parámetros fisiológicos considerados mediante citometría de 

flujo demostró que todos los parámetros evaluados fueron afectados por el tratamiento 

(Tabla 5). Contrariamente, no se detectó efecto de estación ni de la fertilidad para 

ninguna de las variables estudiadas (p>0,05). La adición de PS colectado con VA 

mejoró la viabilidad espermática, demostrado por el aumento de la población PI-/YO-

PRO-1- en comparación con la adición de PS colectado con EE o de PPSiE (p<0,0-

01).  

El porcentaje de espermatozoides viables con membrana plasmática estable 

(YO-PRO-1-/M540-) fue mayor en los espermatozoides suplementados con PS, siendo 

significativamente mayor cuando el PS se obtuvo mediante VA (p=0,014). La 

funcionalidad mitocondrial también fue afectada por el tratamiento, alcanzando los 
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mayores valores de la población YP-/MT+ luego de la adición de PS. La presencia de 

ROS intracelular fue afectada por el tratamiento (p=0,045) (PI-/H2DCFDA-), siendo 

menos luego de la adición de PS. El agregado de PPSiE obtenida tanto por VA como 

por EE no presentó diferencias significativas con el control en ninguna de las variables 

analizadas (Tabla 5). 

De los ensayos realizados analizando la totalidad de la población espermática 

se puede concluir que las PPSiE tuvieron un efecto decapacitante sobre los 

espermatozoides, sin embargo, no fueron suficientes para mejorar la calidad seminal 

posdescongelación en comparación con el agregado de PS. 

 

 

Tabla 5. Calidad de espermatozoides ovinos tratados con plasma seminal o sus proteínas 
colectados con vagina artificial y electroeyaculador (media ± SEM). No se detectaron 
interacciones entre estación y tratamiento. 

Parámetro (%) PS VA PS EE PPSiE VA PPSiE EE Control 

PI-/YO-PRO-1 44,60±2,87a 35,80±2,47b 27,02±2,70c 26,25±2,64c 25,20±2,10c 

YO-PRO-1-/M540 44,56±2,49a 36,67±1,71b 27,23±2,24c 27,09±2,15c 25,32±2,14c 

YO-PRO-1-/MT+ 41,87±4,89ª 37,40±2,45a 27,06±2,35b 28,27±2,66bc 26,1±1,57b 

PI-/CM-H2DCFDA 23,52±4,63b 32,66±4,12a 24,39±4,81b 22,72±3,99b 20,92±4,20b 

PS: plasma seminal; PPSiE: proteínas del plasma seminal que interactúan con el espermatozoide; 
VA: vagina artificial; EE: electroeyaculador; PI-/YO-PRO-1: viable con permeabilidad de membranas 
normal; YO-PRO-1-/M540: viable con baja fluidez de membrana; YO-PRO-1-/MT+: viable con 
elevado potencial de membrana mitocondrial; PI-/CM-H2DCFDA: viable con formación de radicales 
libres del oxígeno. Letras diferentes (abc) entre columnas indican diferencias estadísticas 
significativas (p < 0,05).  
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Figura 14. Esquema representativo de un citograma para espermatozoides 
teñidos con diferentes combinaciones de fluorocromos para evaluar parámetros 
fisiológicos celulares. Se observan las poblaciones evaluadas para cada 
combinación. A: PI-/YO-PRO-1: espermatozoides viables con permeabilidad de 
membranas normal; B: YO-PRO-1-/M540: espermatozoides viables con baja fluidez de 
membrana; C:YO-PRO-1-/MT+: espermatozoides viables con elevado potencial de 
membrana mitocondrial y D: PI-/CM-H2DCFDA: espermatozoides viables con 
formación de radicales libres del oxígeno. 

 

3.3.4. Análisis de las subpoblaciones espermáticas 

 

Con los objetivos de identificar la distribución de las subpoblaciones presentes 

en el semen congelado/descongelado de carneros de alta y baja fertilidad y de evaluar 

el efecto del agregado de PPSiE obtenida con VA y EE en estación reproductiva y 

fuera de estación sobre estas subpoblaciones, se realizó un análisis multivariado de 

clusters a partir de los datos de movilidad obtenidos con el sistema CASA. Inicialmente 

las muestras de semen criopreservado de carneros de alta y baja fertilidad (sin la 

aplicación de ningún tratamiento) fueron analizadas para detectar las diferencias en la 

distribución de subpoblaciones. Luego, se evaluó el efecto del tratamiento (PPSiE o 

PS colectadas con VA o EE) únicamente en espermatozoides de baja fertilidad. 
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Luego del análisis se pudieron identificar cuatro subpoblaciones en las 

muestras de semen congelado/descongelado a partir de 55.225 espermatozoides 

móviles analizados individualmente. Los resultados de las características de movilidad 

de estas poblaciones se muestran en la tabla6.  

Las diferentes subpoblaciones identificadas con sus correspondientes 

características se pueden describir de la siguiente manera:  

La subpoblación 1 (CL1) estuvo representada por espermatozoides con 

elevada velocidad (VCL, VSL y VAP) y movilidad progresiva, inferida por los elevados 

valores de LIN. Además, el valor de ALH fue el menor de todas las subpoblaciones, 

indicando un patrón de movimiento de baja ondulación. Esta población incluyó el 

68,1% del total de espermatozoides.  

La subpoblación 2 (CL2) se conformó de espermatozoides activos, sin 

movilidad progresiva, indicado por los elevados valores de VCL y ALH, junto con bajos 

LIN y STR, y moderado BCF. Esta población puede ser considerada como 

hiperactivada. El 10,9% del total de los espermatozoides móviles fueron asignados a 

esta población.  

La subpoblación 3 (CL3) incluyó el 14,3% y estuvo representada por 

espermatozoides con elevada velocidad y vigor, indicado por los valores de VAP, VCL, 

VSL y BCF. Esta población registró elevada movilidad progresiva, indicada por los 

valores de LIN y ALH.  

La subpoblación 4 (CL4) estuvo conformada por células con poca movilidad y 

no progresiva, indicado por los bajos valores de VCL, VSL, VAP, ALH y BCF, junto con 

bajos LIN, STR y WOB e incluyó el 6,7% del total de la población espermática.  

Al comparar la distribución de las poblaciones entre carneros de alta y baja 

fertilidad se encontraron diferencias significativas en la distribución de la subpoblación 

compuesta por espermatozoides con movimiento rápido y no lineales (CL2) y en la 

subpoblación compuesta por espermatozoides con movimiento lento y no lineal (CL4) 

(fig. 14). La denominada CL2 fue más abundante en las muestras seminales de 

carneros con menor fertilidad y la denominada CL4 fue más abundante en las 

muestras seminales de carneros con mayor fertilidad (fig. 14; tabla9anexo). No 

detectamos diferencias significativas para las subpoblaciones compuestas por 

espermatozoides rápidos de movimiento lineal (CL1) ni para los espermatozoides muy 

rápidos y lineales (CL3). 

La evaluación del efecto del agregado de PPSiE o PS se analizó únicamente 

para las muestras seminales de carneros de menor fertilidad ya que el objetivo fue 



76 

  

evaluar si la adición de proteínas o de PS podría mejorar la calidad del semen y, en 

consecuencia, su capacidad fecundante. 

Se detectó un efecto de la interacción entre la estación de colecta y el 

tratamiento (PPSiE o PS obtenidos por VA o EE) para la distribución de las cuatro 

subpoblaciones y por este motivo se analizaron de manera separada las estaciones de 

colecta. El análisis del efecto del tratamiento sobre la distribución de las 

subpoblaciones CL1, CL2, CL3 y CL4 (Fig. 14) reveló que la proporción de la 

población con mayor velocidad y progresividad (CL1) fue mejorada luego de la adición 

de PS colectado con VA en ambas estaciones (fig. 15, tablas 10 y 11 anexo). 

Contrariamente, la adición de PPSiE colectada con EE durante ambas estaciones 

ocasionó una disminución de esta subpoblación. La adición de PS colectados con EE 

fuera de la estación reproductiva no tuvo ningún efecto, sin embargo, el agregado de 

PS de EE colectado en otoño ocasionó una disminución de esta población (figura 15, 

tablas10 y 11 anexo). 

Con respecto a la población de espermatozoides considerados "hiperactivados" 

(CL2), el menor porcentaje se encontró en el grupo control (fig. 15, tablas 10 y 11 

anexo). La subpoblación 3 se vio aumentada luego de la adición de PSy PPSiE 

colectados mediante EE (figura 15, tablas 10 y 11 anexo). No hubo diferencias entre el 

grupo control y el grupo tratado con PPSiE colectadas con VA y esta subpoblación 

estuvo ausente en los tratamientos suplementados con PS recogido con VA de ambas 

estaciones (figura 15). La proporción de espermatozoides de baja movilidad y no 

progresivos (CL4) no tuvo diferencias entre el control y los tratamientos con PS 

colectado con VAy EE de estación reproductiva. Los tratamientos suplementados con 

PPSiE colectada con EE durante la estación no reproductiva y el tratamiento control 

tuvieron la menor proporción de espermatozoides móviles en este grupo (fig. 15, tablas 

10 y 11 anexo). 
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Tabla 6.Variables cinemáticas de las subpoblaciones espermáticas (CL) definidas en 
semen ovino congelado/descongelado (media ± DE) 

Variable CL1 CL2 CL3 CL4 

VCL (µm/s) 124,9 ± 45,2 112,6 ± 60,1 189,8 ± 40,7 39.8 ± 21,0 

VSL (µm/s) 100,1 ± 42,9 33,4 ± 30,6 129,0 ± 47,8 11,0 ± 7,0 

VAP (µm/s) 110 ± 41,1 72,0 ± 54,4 138,8 ± 42,6 23,2 ± 11,5 

LIN (%) 82,7 ± 10,2 36,4 ± 22,1 70,7 ± 15,4 30.3 ± 16,6 

STR (%) 94,5 ± 4,8 56,9 ± 24,5 94,8 ± 4,4 53,6 ± 21,7 

WOB (%) 88,7 ± 7,6 70,9 ± 18,1 75,9 ± 12,5 61,3 ± 17,0 

ALH (µm) 1,6 ± 0,5 2,3 ± 0,9 2,8 ± 0,9 1,2 ± 0,4 

BCF (Hz) 23,6 ± 6,9 15,0 ± 10,4 27,6 ± 7,2 6,0 ± 4,3 

CL1: rápidos/progresivos/lineales; CL2: rápidos/no-lineares; CL3: muy rápidos 
/ondulatorios/lineares; CL4: lentos/no-lineares; VCL: velocidad curvilínea velocidad 
curvilínea; VSL: velocidad en línea recta; VAP: velocidad promedio; LIN: linealidad; 
STR: rectitud; WOB: índice de oscilación; ALH: amplitud del desplazamiento lateral de 
la cabeza del espermatozoide; BCF: frecuencia de batido. 

  

 

 

Figura 15. Distribución de subpoblaciones espermáticas (CLs) en semen 
criopreservado de carneros de alta y baja fertilidad; Subpoblación 1, barra negra; 
Subpoblación 2, barra gris oscuro; Subpoblación 3, barra gris claro; Subpoblación 4, 
barra blanca; Letras diferentes dentro de las barras (a–c) indican diferencias 
significativas (p≤0.05) para la misma subpoblación entre carneros de alta y baja 
fertilidad. 
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Figura 16. Distribución de las subpoblaciones espermáticas entre tratamientos 
(CLs); Subpoblación 1, barra negra; Subpoblación 2, barra gris oscuro; Subpoblación 
3, barra gris claro; Subpoblación 4, barra blanca. Letras diferentes dentro de las barras 
(a–c) indican diferencias significativas (p≤0,05) en las subpoblaciones entre 
tratamientos: PS VA (plasma seminal colectado con vagina artificial); PPSiE VA 
(proteínas del plasma seminal que interactúan con los espermatozoides obtenida con 
vagina artificial); PS EE (plasma seminal colectado con electroeyaculador); PPSiE EE 
(proteínas del plasma seminal que interactúan con los espermatozoides obtenida con 
electroeyaculador), control; Durante estación reproductiva y en contraestación. 
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3.4. DISCUSIÓN 

 

Los estudios realizados en la primera experiencia demostraron que el protocolo 

de obtención de PPSiE fue más efectivo y más sencillo que el desarrollado por 

Bernardini et al. (2011), ya que nos permitió la obtención de una PPSiE con mayor 

concentración proteica (4 mg/ml) y compuesta por las mismas proteínas consideradas 

crioprotectoras (RSVP14 y RSVP20). Sin embargo, cuando evaluamos el efecto de su 

agregado a los espermatozoides luego de la congelación/descongelación sobre la 

movilidad a tiempo variable no se obtuvieron mejoras respecto al control tanto en la 

movilidad total como en la progresiva e incluso causó la disminución de las demás 

variables estimadas con el sistema CASA. Contrariamente, el agregado de PS 

obtenido con VA y EE ocasionó una mejora de estas variables con respecto al control. 

Como fue mencionado anteriormente, el efecto benéfico del PS sobre 

espermatozoides criopreservados responde a sus componentes proteicos, e 

hipotetizamos que en este ensayo es posible que el efecto de las PPSiE haya 

quedado enmascarado por el método empleado para el lavado de las gametas previo 

a la suplementación con PPSiE, el cual haya sido insuficiente y permitido que algunas 

proteínas del PS del eyaculado quedaran adheridas a la membrana espermática. Por 

lo tanto, en los ensayos de la segunda estancia reemplazamos el uso de lana de vidrio 

por un medio de lavado en gradiente con Androcol-OTM®. El uso de Androcol ha sido 

ampliamente estudiado en equinos, caprinos, ovinos y cerdos y se ha observado que 

permite obtener una población espermática móvil, libre de PS y de diluyente de 

criopreservación (Morrel et al., 2009; Jiménez-Rabadán et al., 2012; Anel-López et al., 

2015). 

Cuando evaluamos el efecto de las PPSiE colectadas con VA y EE en estación 

reproductiva y fuera de ella, sobre espermatozoides con diferente grado de fertilidad a 

tiempo fijo, pudimos observar que nuevamente la adición de PPSiE no tuvo efecto 

sobre la movilidad total y progresiva. Más aún, ocasionó disminución de las variables 

de velocidad curvilínea (VCL), como en línea recta (VSL) y en consecuencia de la 

velocidad media (VAP). Contrariamente, tanto la movilidad total como la progresiva 

mejoraron mediante la adición de PS completo y estos efectos fueron independientes 

del método de colecta del mismo. Sin embargo, el hecho de haber encontrado que las 

muestras control tenían valores más altos de VSL y VCL en comparación con los 

espermatozoides incubados con PPSiE podría hacernos pensar que estas proteínas 

tienen un efecto decapacitante, ya que las células capacitadas frecuentemente 



80 

  

presentan un movimiento vigoroso/no progresivo en asociación con el proceso de 

hiperactivación, fenómeno visto durante la capacitación. Aunque Mortimer y Maxwell 

(1999) expusieron que los espermatozoides de carnero con hiperactividad también 

deberían mostrar otros parámetros afectados como una linealidad inferior al 30% y un 

valor máximo de 9,0 μm en el desplazamiento lateral de la cabeza, que no fueron 

observados en este trabajo.  

El estudio mediante análisis multivariado de los datos correspondientes a la 

movilidad espermática nos permitió detectar la presencia de cuatro subpoblaciones, 

que se vieron afectadas de forma diferencial por el agregado de PS o de PPSiE. Si 

bien es cierto que se ha avanzado significativamente en los últimos años en el análisis 

de subpoblaciones de espermatozoides móviles facilitados por la tecnología CASA en 

especies como toros, caballos, gacelas, jabalíes y ciervos (Abaigar et al., 1999; 

Abaigar 2001; Quintero-Moreno et al., 2003; Quintero-Moreno et al., 2004; Martínez-

Pastor et al., 2005; Muiño et al., 2008; Domínguez-Rebolledo et al., 2009; Mata-

Campuzano et al., 2012), pocos estudios se han enfocado en el estudio de 

espermatozoides ovinos criopreservados (Bravo et al., 2011; Mendoza et al., 2012; 

Luna et al., 2017). La característica más llamativa de este enfoque estadístico es que 

se opone muchas veces a los resultados provenientes del análisis del conjunto de 

datos a través de los valores medios (± desviaciones estándar). El examen de los 

datos típicos de CASA suele mostrar que la distribución estadística "normal" es rara, 

enmascarando los efectos del tratamiento debido a que las desviaciones estándar son 

demasiado altas como para permitir su detección mediante pruebas estadísticas 

basadas en la varianza. Este problema puede explicarse en parte a que un eyaculado 

es una mezcla heterogénea debido a la existencia de subpoblaciones de 

espermatozoides, lo que significa que incluso si algunas subpoblaciones se ven 

afectadas por un tratamiento, existen otras que no responden y que coexisten en la 

misma muestra (Holt et al., 1985; Harrison et al., 1996; Martínez-Pastor et al., 2011). 

Por lo tanto, el desafío reside en comprender las diferencias entre las distintas 

subpoblaciones y su importancia biológica, particularmente en muestras 

criopreservadas. Estas diferentes subpoblaciones podrían ser células que responden 

de manera diferente a la criopreservación, y también podrían estar relacionadas con 

diferencias en la fertilidad.  

Para comprender la contribución relativa de cada subpoblación a la fertilidad, 

como parte de los objetivos de este capítulo comparamos espermatozoides 
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criopreservados de carneros con diferente grado de fertilidad probada y observamos 

que los de baja fertilidad mostraron una mayor proporción de espermatozoides 

considerados hiperactivados (CL2). Si bien es cierto que la movilidad espermática 

masal de espermatozoides ovinos frescos está positivamente correlacionada con la 

tasa de preñez (David et al., 2015), se desconoce la relación entre las características 

de la movilidad posdescongelación y la fertilidad. Hipotetizamos que el semen de 

carneros de baja fertilidad contiene una subpoblación de espermatozoides que luego 

de la descongelación, sufre hiperactivación causada por la criocapacitación y resulta 

en una mayor proporción de células de vida media escasa, ocasionando bajas tasas 

de preñez cuando se lo utiliza en una IA. Además, observamos que los eyaculados 

criopreservados de carneros de alta fertilidad presentaron una mayor proporción de 

espermatozoides lentos y no lineales (CL4) sin mostrar diferencias con los de baja 

fertilidad en las poblaciones compuestas por espermatozoides de elevada velocidad. 

Esto demostró que el semen congelado-descongelado de carneros de alta fertilidad no 

solo tiene una menor proporción de espermatozoides "criocapacitados" sino que, 

después de cierto período de incubación, una fracción de células "sanas" sufre una 

caída en la velocidad cambiando de clúster C1 a C4, pero tal vez todavía mantienen 

su capacidad de fecundar. El concepto clave detrás de esta observación, según 

Martínez-Pastor et al. (2005) es la hipótesis de que un espermatozoide altamente 

móvil no perdería su movilidad repentinamente (a menos que experimentara un daño 

extenso debido al choque osmótico), sino que sería un proceso progresivo. En otras 

palabras, los espermatozoides clasificados como CL1 y CL3, altamente móviles, 

perderían su movilidad más o menos rápidamente, pero gradualmente, y 

eventualmente se clasificarían como espermatozoides CL4; luego se volverían lo 

suficientemente lentos como para ser considerados inmóviles. En este sentido, aunque 

nuestros resultados de calidad en base a la movilidad posdescongelación no permite 

determinar de manera concluyente si la muestra es capaz de fecundar o no, podrían 

ser un buen indicador de que la muestra seminal proveniente de machos de alta 

fertilidad tiene mejores características que las provenientes de carneros de baja 

fertilidad. 

Teniendo en cuenta el efecto decapacitante demostrado para las proteínas del 

PS (Barrios et al., 2000) y que la composición del PS cambia con la estación y el 

método de colecta (Pérez-Pe et al., 2001; Domínguez et al, 2008), como fue detallado 

anteriormente, nos propusimos re analizar  el efecto de la adición de PPSiE obtenida 

con VA y EE en estación reproductiva y fuera de estación y compararlo con la adición 
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de PS obtenido en las mismas condiciones, pero a diferencia de lo realizado 

anteriormente no se trató a la muestra seminal como una única población sino que se 

la diferenció en subpoblaciones basándonos en sus características de movilidad y 

observamos interacción entre el tratamiento y la estación de colecta en todos los 

casos. También encontramos diferencias según el método de colecta, a diferencia de 

lo que habíamos observado previamente.  

Después de una hora de incubación, la subpoblación más abundante en todos 

los tratamientos fue la CL1, conformada por espermatozoides rápidos y lineales. La 

adición de PS colectado por VA en ambas estaciones ocasionó un aumento en esta 

población. Esos espermatozoides, junto con los correspondientes a CL3 (movimiento 

muy rápido y lineal), podrían ser los más fértiles, ya que la movilidad progresiva se ha 

correlacionado fuertemente con el potencial fecundante (Donnelly et al., 1998). Sin 

embargo, la adición de PS colectado por VA eliminó la subpoblación 3. En la misma 

dirección, la adición de PS, así como de PPSiE obtenida por EE, produjo un aumento 

en la proporción de CL3. Con el enfoque en el efecto del PS colectado en estación 

reproductiva, el aumento en la población CL3 ocurrió junto a una caída en la 

subpoblación CL4 (baja velocidad, baja linealidad). Este resultado coincide con lo 

observado, luego de la adición de PS y de PPSiE redujo la señal de fosforilación 

provocada por la criocapacitación.  

A partir de todo lo comentado hasta aquí, es interesante notar que cuando solo 

consideramos los valores medios de los parámetros de CASA, en lugar de discriminar 

entre las diferentes subpoblaciones de espermatozoides no pudimos detectar efectos 

significativos de la adición de PPSiE colectado por VA o EE sobre la movilidad. Sin 

embargo, cuando discriminamos por poblaciones ocurrió todo lo contrario, esto resalta 

los inconvenientes que pueden ocasionar ignorar la variabilidad de las muestras 

seminales. Entonces a partir de estos últimos resultados podemos pensar nuevamente 

en una aplicación biotecnológica de las proteínas del PS para mejorar la calidad y 

capacidad fecundante del semen ovino criopreservado 

Al evaluar el efecto de la suplementación con PPSiE a espermatozoides 

congelados sobre parámetros fisiológicos medidos con citometría de flujo (viabilidad, 

permeabilidad de la membrana plasmática, funcionalidad mitocondrial), observamos 

que no tuvo efectos significativos en comparación con las muestras control. Mientras 

que, la adición posdescongelación de PS completo causó los mejores valores en estos 

parámetros, en oposición a lo reportado por Bernardini et al. (2011) que demostraron 



83 

  

que la membrana espermática fue mejorada luego de un período de incubación de 15 

min con PPSiE obtenida por VA. Para la población de espermatozoides viables con 

permeabilidad de membrana normal (YO-PRO-1-/PI-), también se detectó un mayor 

efecto de PS colectado por VA que PS recogido por EE, en contraste con lo esperado, 

según los datos arrojados en el capítulo II. Adicionalmente, no se observaron 

diferencias entre las estaciones de colecta del PS y de las PPSiE, en oposición a lo 

esperado. A diferencia de muchas especies domésticas, los ovinos son animales de 

marcada estacionalidad en su actividad reproductiva y el ciclo anual del fotoperiodo ha 

sido identificado como el factor determinante de este fenómeno. Se los llama 

fotoperiódicos negativos ya que su temporada reproductiva comienza cuando los días 

de acortan y esto depende de la latitud a la cual los animales se encuentren. En 

nuestra latitud la estación reproductiva corresponde al otoño. El fotoperiodo influencia 

la producción hormonal, causa cambios en el peso de los testículos, en el volumen 

seminal y en la libido (Haynes; Schanbacher, 1983). Colas y Brice (1976) observaron 

que la fertilidad del semen luego de una IA fue mayor luego de utilizar semen 

colectado en la estación reproductiva en comparación con el resto del año, esto se ha 

relacionado con cambios en la composición proteica y proteínas totales en el PS 

(Smith et al., 1999). Esto sugiere que las proteínas del PS pueden influir en la 

resistencia estacional de los espermatozoides al daño debido a la congelación-

descongelación. En un trabajo realizado por Leahy et al. (2010) se observó que el 

efecto crioprotector del PS fue mayor cuando este se obtuvo durante la estación 

reproductiva. Adicionalmente, en un estudio realizado por nuestro grupo de 

investigación, Domínguez et al. (2008) demostraron que la adición de PS colectado en 

otoño e invierno mejoró la movilidad espermática luego de su agregado 

posdescongelación. Esto estaría relacionado al contenido de las proteínas RSVP14 y 

RSP20, Cardozo et al. (2006) detectaron cambios en la concentración de estas a lo 

largo del año, observándose una mayor proporción durante la temporada reproductiva. 

En este estudio tampoco se observaron efectos diferenciales del agregado de 

PS o PPSiE a espermatozoides pertenecientes a reproductores con alto y bajo grado 

de fertilidad. Se ha hipotetizado que reproductores con diferente grado de fertilidad 

tienen una composición proteica diferencial en su PS lo que podría contribuir a esta 

diferencia. En este sentido, Brandon et al. (1999) encontraron una correlación positiva 

entre la presencia de una proteína de 71 kDa y elevada fertilidad en equinos y Yue et 

al. (2009) observaron que ocho proteínas con pesos moleculares comprendidos en el 

rango 15,13-116,20 kDa presentaron concentraciones diferentes en el PS de carneros 
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con alta y baja fertilidad. Estas diferencias presentes en el medio en el que se 

encuentran los espermatozoides de diferente fertilidad afectarían la respuesta 

espermática posdescongelación al agregado de PS o de sus proteínas. Sin embargo, 

esto no fue detectado en el presente estudio. 

Luego de evaluar el efecto de las PPSiE colectadas con VA y EE en estación 

reproductiva y fuera de ella, sobre espermatozoides con diferente grado de fertilidad a 

un tiempo fijo de 60 minutos post-incubación, observamos que la señal inducida por la 

fosforilación de proteínas pudo ser revertida luego de su adición a los 

espermatozoides, en concordancia a lo ocurrido luego de la adición de PS. Uno de los 

eventos moleculares claves en la capacitación inducida por la criopreservación, 

también llamada criocapacitación, es la fosforilación de proteínas. La fosforilación de 

proteínas es uno de los mecanismos regulatorios que controla diversos procesos 

celulares (Hunter, 2000; Pawson, 2004). En espermatozoides los residuos de 

serina/treonina como los de tirosina experimentan fosforilación. Sin embargo, el único 

indicador infalible de capacitación espermática es la fosforilación en tirosina. Muchos 

estudios han demostrado que la inhibición de su fosforilación bloquea la capacitación 

espermática, la reacción acrosómica y la fecundación in vitro (Roberts et al., 2003; 

Urner et al., 2001; Visconti, 2009). Satorre et al. (2007) demostraron que la adición de 

plasma seminal revertía esta señal de fosforilación en espermatozoides de equinos y 

porcinos. Adicionalmente, Pérez-Pé et al. (2002) demostraron que cuando 

espermatozoides ovinos capacitados eran expuestos a las proteínas contenidas en el 

PS se revertía la capacitación, evidenciándose por la disminución de la señal de 

fosforilación de las proteínas de peso molecular de 45, 40 y 30 kDa. En el presente 

trabajo, se observó que la adición de PS completo obtenido con VA y EE, y más aún, 

que la adición únicamente de PPSiE fue suficiente para disminuir la fosforilación de las 

proteínas de 45 y 40 kDa. Esto es consistente con lo expuesto en el capítulo II donde 

demostramos que tanto el PS como las PPSiE contienen entre sus proteínas a 

RSVP14 y RSVP20, Barrios et al. (2005) demostraron que estas fueron capaces de 

prevenir e incluso de revertir los cambios tipo capacitación en los espermatozoides 

sometidos a cold-shock. Este hallazgo sugiere que el agregado únicamente de la 

PPSiE podría ser suficiente para revertir las señales moleculares de la capacitación 

causada por la criopreservación, tal vez actuando a través de la inhibición de la señal 

de transducción en la vía de la capacitación.  

Las proteínas RSVP14 y RSVP20 pertenecen a la familia de proteínas con 

doble dominio de fibronectina tipo II (FN-II). Estas tienen en común la presencia de 
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una estructura compuesta por dos dominios de fibronectina en tándem. Estas 

proteínas también han sido llamadas BSP y son las proteínas más abundantes en el 

PS de bovinos y ovinos (Manjunath, 1984). Se han realizado estudios biofísicos en las 

proteínas de bovino llamadas BSP-A1/A2 (también conocidas como PDC-109) para 

intentar comprender el mecanismo de interacción con la membrana plasmática del 

espermatozoide (Müller et al., 2002; Calvete; Sanz, 2006; Damai et al., 2009) y se 

observó que cada dominio reconoce una molécula de colina sobre la membrana 

espermática. Por otro lado, Manjunath y Thérien (2002) propusieron que la interacción 

de las BSP con los fosfolípidos del tipo colina de la membrana plasmática del 

espermatozoide prevendría el movimiento libre de los mismos, estabilizándolos 

(estado no capacitado). Sin embargo, durante el tránsito del complejo espermatozoide-

proteína BSP por el tracto genital de la hembra, los mismos autores propusieron la 

ocurrencia de una modificación de los lípidos y, por ende, una reorganización de las 

membranas y aparición de nuevos receptores para las HDL promoviendo el comienzo 

de la capacitación (Thérien et al., 1999). De esta manera, decrece la relación 

colesterol/fosfolípidos lo que sería un evento esencial para que los espermatozoides 

comiencen la reacción acrosómica y eventualmente fertilicen el ovocito. La liberación 

de colesterol, altera la relación colesterol/fosfolípidos, desestabilizando las membranas 

espermáticas e iniciando las vías de transducción que regulan la expresión de 

receptores para proteínas de la zona pelúcida en la superficie espermática, habilitando 

el inicio a la reacción espermática (Benoff, 1993). Los procesos mediados por las 

BSPs que llevan a la capacitación espermática sugieren que diferencias detectadas en 

sus concentraciones en el PS pueden influenciar la fertilidad (Moura et al., 2006). Sólo 

los espermatozoides completamente capacitados son competentes paraatravesar la 

reacción acrosómica y fecundar un ovocito. Sin embargo, la vida media de los 

espermatozoides capacitados es más corta que la de los recién eyaculados (Holt y 

Medrano, 1997; Bailey et al., 2000). Por lo tanto, es muy importante que la 

capacitación y la ovulación ocurran en un marco temporal-espacial adecuado. Los 

espermatozoides crio-capacitados tienen una capacidad reducida de interactuar con el 

epitelio oviductal, exhibiendo tasas metabólicas elevadas y aumento de la fluidez y 

permeabilidad de la membrana. Experimentan reacción acrosómica espontánea 

debido a una afluencia incontrolada de Ca++ y pierden su capacidad fecundante antes 

de alcanzar el oviducto. La crio-capacitación produciría entonces una subpoblación de 

espermatozoides con una vida útil reducida in vivo, reduciendo las probabilidades de 

fecundar. Asimismo, es muy importante que estas proteínas decapacitantes puedan 
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ser removidas de la membrana de la célula espermática para fecundar con éxito un 

ovocito. A partir de los resultados obtenidos no podemos confirmar cuánto tiempo se 

retrasa la capacitación luego de la suplementación con PPSiE y si este efecto pueda 

ser revertido. Con el fin de proponer un uso biotecnológico para las PPSiE sería 

importante que la capacitación pueda retrasarse hasta que el espermatozoide alcance 

el oviducto e interactúe con las secreciones del tracto genital femenino. 

Hasta aquí, tomando todos los resultados juntos podemos decir que, aunque el 

agregado de PPSiE tiene un claro efecto decapacitante, incluyendo la capacidad de 

revertir la fosforilación de tirosina debido a la crio-capacitación, no son suficientes para 

emular los efectos del PS completo con respecto a los parámetros funcionales del 

espermatozoide. La concentración de proteínas o el tiempo de incubación podría 

requerir un ajuste, para permitir una buena interacción de las proteínas con los 

espermatozoides. 
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  Capítulo IV. 

Producción recombinante de un péptido 
con dominios de fibronectina y 

evaluación de su efecto sobre los 
daños ocasionados por la 

criopreservación 
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4.1. INTRODUCCIÓN 

 

PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES 

 

Como fue demostrado en el capítulo dos de esta tesis, el PS colectado por VA 

como por EE, tiene la capacidad de revertir los daños ocasionados por la 

criopreservación (movilidad, permeabilidad e integridad de membrana plasmática, 

actividad mitocondrial, producción de radicales libres y criocapacitación). Parte de esta 

actividad del PS se debe a la fracción de proteínas que interactúa con las proteínas de 

la membrana espermática (PPSiE). Esta fracción, se compone principalmente por dos 

proteínas denominadas por su origen y peso molecular como RSVP14 y RSVP20 (ram 

seminal vesicles proteins), cuya función crioprotectora ha sido ampliamente reportada 

(Barrios et al., 2000; Pérez-Pé et al., 2001). Como fue mencionado anteriormente, 

estas proteínas pertenecen a la familia de las proteínas BSP, cuya principal 

característica es la presencia en tándem de dos dominios de fibronectina tipo II (Fn-II). 

Este dominio interactúa con fosfolípidos presentes en las membranas espermáticas. 

Thérien (2002) propusieron que la interacción dominio-fosfolípido prevendría el 

movimiento libre de los espermatozoides estabilizándolos (estado no capacitado). Sin 

embargo, debido a que tanto la concentración, como la capacidad para proteger a los 

espermatozoides de RSVP14 y RSVP20 varía según la estación reproductiva (Pérez-

Pé et al., 2001), se ha trabajado en el desarrollo de protocolos para producir estas 

proteínas in vitro. La producción in Vitro en E. coli presenta las ventajas de un buen 

rendimiento en corto tiempo y con bajo costo de producción. Sin embargo, la 

problemática que se plantea es que la expresión de algunas proteínas correctamente 

plegadas es compleja debido a la presencia de puentes disulfuro en su estructura. 

Esto ocasiona una estructura secundaria y terciaria inadecuadas por defectos en el 

plegado, los cuales pueden afectar la solubilidad de la proteína dentro de la célula, y 

en consecuencia producir su agregación en cuerpos de inclusión (Wilkinson; Harrison, 

1991). Se han probado diferentes sistemas de expresión alternativos en levaduras e 

insectos. Un grupo de investigación, logró expresar RSVP20 en E. coli (Serrano et al., 

2013) y RSVP14, tanto en E. coli como en extractos celulares de insecto (Serrano et 

al., 2015) y comprobaron la unión a espermatozoides únicamente de la proteína 

recombinante RSVP20. Sin embargo, hasta la fecha no han evaluado el efecto de 

ninguno de estos dos péptidos recombinantes sobre los espermatozoides. Dadas las 
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propiedades de unión reportadas para el domino FN-II a glicosaminoglicanos, 

fosfolípidos con colina, lipoproteínas de alta y baja densidad (Therien et al., 2005), 

hipotetizamos que la capacidad del PS, y más aún de las proteínas crioprotectoras del 

PS, estaría dada por la presencia de estos dominios. El clonado y expresión in vitro de 

este dominio sería una herramienta biotecnológica muy útil para preservar la calidad y 

potencial fecundante del semen ovino congelado. 

La producción de proteínas recombinantes resulta una herramienta 

indispensable cuando se requiere acumular material en cantidad como para realizar 

estudios de funcionalidad, así como para su uso en procesos biotecnológicos con fines 

diagnósticos, terapéuticos o vacunales. El primer paso es clonar el ADNc apropiado 

para, posteriormente, producir las proteínas utilizando un sistema de expresión 

adecuado entre la gran variedad que se encuentran disponibles (revisado por 

(Demain; Vaishnav, 2009; Berlec; Strukelj, 2013). Actualmente las proteínas pueden 

expresarse en cultivos celulares de bacterias, levaduras, hongos, mamíferos, plantas e 

insectos, o vía plantas y animales transgénicos.  

El principal factor a tener en cuenta es el tipo de proteína, sus características, 

sobre todo la presencia de modificaciones post-traduccionales, pero también hay que 

considerar la cantidad, velocidad y costo de producción. El 80% de las proteínas 

recombinantes expresadas ha sido producido en la enterobacteria Escherichia coli, ya 

que esta bacteria ha sido muy bien caracterizada desde el punto de vista genético y 

fisiológico (Ferrer-Miralleset al., 2009).La primer y quizás más famosa proteína 

recombinante producida por esta bacteria es la hormona insulina humana.La principal 

ventaja de estos sistemas es su bajo costo y elevado nivel de producción y la principal 

desventaja es la incapacidad de llevar a cabo modificaciones post-traduccionales que 

a veces son necesarias para el correcto funcionamiento de una proteína. Cuando se 

requieren estas modificaciones los sistemas de producción elegidos son las células de 

insecto o de mamífero. Estos cultivos son más caros, complejos, producen menor 

cantidad de proteína y requieren más especialización. Debido a las ventajas que 

presenta el uso de E.coli, se han introducido diferentes estrategias para solucionar los 

problemas que presenta expresar proteínas eucariotas en este sistema (Berlec; 

Strukelj, 2013; Gopal; Kumar 2013).  

Uno de los principales problemas que se debe superar cuando se trabaja con 

dicha bacteria, es la acumulación de la proteína recombinante en cuerpos de inclusión. 

Su formación depende de la estructura primaria de la proteína, principalmente de la 
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presencia de regiones hidrofóbicas, observándose principalmente cuando la proteína 

contiene puentes disulfuro que no se han formado correctamente (Wilkinson; Harrison, 

1991). La mayoría de las proteínas recombinantes se expresan en el citoplasma 

bacteriano, que es un ambiente reductor. Las cepas modificadas para no producir la 

enzima thioredoxina reductasa (trxB) o la glutatión reductasa (gor) vuelven el 

citoplasma ligeramente oxidante permitiendo de esta manera la formación de puentes 

disulfuro en el citoplasma (Stewart et al., 1998; Berkmen, 2012). Las E. Coli Origami 

suelen elegirse para producir proteínas que requieren puentes disulfuro porque son 

tanto trxB como gor negativas (Bessette et al., 1999). Si bien la formación de cuerpos 

de inclusión puede ser ventajosa ya que las proteínas de interés se encuentran a una 

alta concentración, puras y protegidas de las proteasas, se presenta el inconveniente 

de que se debe crear un protocolo de solubilización y replegamiento particular para 

cada proteína para recuperarlas de manera funcional (Burgess, 2009; Basu et al., 

2011). La mayor parte de estos protocolos se basan en la adición y posterior 

eliminación de altas concentraciones de agentes caotrópicos (urea, cloruro de 

guanidina, tiocianato de guanidina), detergentes (sodium dodecyl sulphate, sarkosyl, 

TritonX 100) y agentes reductores (ditiotreitol, ditioeritrol, cisteina) (Singh; Panda, 

2005; Singh et al., 2015). Otro factor a tener en cuenta es el plásmido en el que se 

introduce la información genética de la proteína recombinante. Existen plásmidos 

capaces de añadir péptidos a la proteína (tags) que generalmente aumentan la 

expresión y ayudan a formar puentes disulfuro para que la proteína se pliegue 

correctamente y mejore su solubilidad. Otrsos tags facilitan la purificación de la 

proteína ya que se pueden usar para purificar por cromatografía de afinidad (Gopal; 

Kumar, 2013). En algunos casos, los plásmidos pueden contener regiones que 

codifican para algunas proteínas, generando proteínas de fusión que en algunos casos 

aumentan la expresión de la proteína de interés y ayudan a formar puentes disulfuro 

para que la proteína se pliegue correctamente y mejore su solubilidad, tal es el caso 

de la Tiorredoxina (trxA) (LaVallie et al., 1993).  

En nuestro grupo de investigación, Zalazar et al. (2015) produjeron una 

molécula recombinante denominada SPINK3, homóloga de la vesícula seminal ratón y 

que se secreta hacia el PS. Se demostró la capacidad de SPINK3 no solo de unirse a 

espermatozoides ovinos congelados/descongelados, sino también de mejorar su 

movilidad y de revertir la capacitación ocasionada por la criopreservación. Sin 

embargo, aún no ha sido evaluado su efecto sobre la capacidad fecundante. 
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Objetivos particulares de este capítulo 

 

➢ Obtener el ADNc correspondiente a las proteínas diferenciales obtenidas con 

ambos métodos y clonarlos en un vector de expresión para obtener las 

proteínas recombinantes.  

 

➢ Analizar el efecto del agregado de estas proteínas recombinantes al medio de 

descongelación sobre los parámetros seminales y capacidad fecundante de los 

espermatozoides ovinos. 
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4.2. MATERIALES y MÉTODOS 

 

4.2.1. Lugar y período experimental 

 
El presente estudio se realizó en las instalaciones del Instituto de 

Investigaciones Biológicas (IIB)-CONICET, Universidad Nacional de Mar del Plata, y 

en el laboratorio de producción de embriones in vitro del grupo de biotecnología de la 

reproducción INTA Balcarce, en el período junio del año 2016 a noviembre del 2017. 

 

4.2.2. Producción de la proteína recombinante 

 

4.2.2.1. Preparación ADNc para la expresión de la proteína recombinante  

 

Se utilizó como templado una biblioteca de ADNc de epidídimo bovino donde 

se expresa la proteína EPIDIDYMAL SPERM BINDING PROTEIN 1 (ELSPBP1) que 

contiene 4 dominios FN-IIen tándem construida sobre el vector pDONRTM222 

(Gateway) por medio de la estrategia CloneMiner (Invitrogen). La biblioteca se 

construyó en el LRDT, Gamet Biology Section, NIEHS, NIH (2008). El vector 

seleccionado para el sub-clonado fue el pET-32 Ek/LIC (Novagen), debido a que 

genera proteínas fusionadas a tiorredoxina, lo que contribuye a aumentar la solubilidad 

de las mismas en E. coli. El vector tiene 5.917 pb, sitios de corte para las enzimas 

KpnI y XhoI y dos tags de histidina para posteriormente poder purificar la proteína por 

cromatografía de afinidad de níquel (figura 16). 
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Figura 17. Esquema del vector pET-32 Ek/LIC. Vector empleado para expresar 

proteínas fusionadas a tiorredoxina. 

 
 

Se diseñaron cebadores a partir de la secuencia de ADNc que codifica para el 

fragmento conformado por los cuatro dominios de FN-II de la proteína madura 

ELSPBP1, a los que se denominó primer Fw: 5´-CGGGGTACCTCATGCATCTTTC-3´ 

el cual contenía el sitio de restricción para KpnI y primer Rv: 5´- 

CCGCTCGAGGCAGTACAC- 3´,que incluía el sitio de restricción para Xho. La 

amplificación con este par de primers sobre el ADNc de ELSPBP1 da un producto de 

amplificación de 597 pb. 

Las reacciones de PCR se prepararon en un volumen final de 20 µl, con una 

mezcla de reacción que contenía: buffer Taq 2x, 200 µM dNTPs, 1,5 mM Cl2Mg, 1 µM 
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primers Fw y Rv, 0,5 Taq ADN polimerasa (0,5 U/µl) y 5 µl de templado (biblioteca 

conteniendo 9.75 x 1010 cfu/ml). Las reacciones se realizaron con el siguiente 

protocolo: una desnaturalización inicial de 2 minutos a 94 ºC, seguida de 35 ciclos de 

desnaturalización a 94 ºC durante 1 minuto, un paso de hibridación de los primers a 53 

ºC por 1 minuto, un paso de elongación de los mismos a 72 ºC durante 1 minuto y 

finalmente un paso de 72 ºC durante 7 minutos. En todos los experimentos se incluyó 

un control negativo que consistió en una mezcla de reacción conteniendo todos los 

reactivos excepto el templado y un control positivo que consistió en la amplificación del 

ADNc de β-actina (β ACT-Fw 5´-TTC CGA TGC CCT GAG GCT CTT TTC-3´ Y β ACT-

Rev 5´- CTT GCT GAT CCA CAT CTG CTG GAA-3´) y 3 µl de la biblioteca de 

epidídimo bovino como templado. Los productos de PCR se sembraron en un gel de 

agarosa 1% y se visualizaron con Syber safe 1:10000. Los fragmentos amplificados 

(597 pb) se escindieron del gel y se purificaron empleando el kit Puro I Clean Up 

(Productos Biológicos®). Se obtuvieron 200 ng totales del producto de amplificación. 

 

4.2.2.2. Amplificación del vector 

 

El vector fue amplificado en DH5α transformada con pET-32 Ek/LIC. DH5α fue 

multiplicada en medio LB líquido (1% p/v Triptona, 0,5% p/v extracto de levadura y 

0,5% p/v NaCl) + ampicilina (1mg/1ml) ON a 37 °C. Posteriormente, el vector fue 

purificado utilizando un kit comercial (Minielute, Quiagen®). Los productos de la 

purificación se sembraron en un gel de agarosa 1%. Se obtuvo una concentración del 

vector de 27 ng/µl en una primera elución y de 21,6 ng/µl en la segunda elución. 

 

4.2.2.3. Digestión del inserto y del vector 

 

La digestión del inserto y del vector se realizó de forma separada, pero con el 

mismo procedimiento. Por un lado, se utilizaron 400 ng del ADNc purificado de FN-II 

x4y por el otro 500 ng del vector pET-32 Ek/LIC, que se colocaron en un volumen final 

de 20 µl conteniendo 10 U de la enzima de restricción XhoI (10 U/µl, Fermentas®), 

buffer R 1X y se incubaron a 37 ºC durante 2 horas. Posteriormente, los productos de 

esta primera digestión se desalinizaron con conos de agarosa 1% y glucosa 100 
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mM.La segunda digestión se realizó agregando a la reacción 1 µl de la enzima de 

restricción KpnI (10 U/µl Promega®) y 2 µl de buffer J y se incubaron a temperatura 

ambiente durante 1 hora.  

Los productos de digestión del inserto y del vector se separaron en un gel de 

agarosa 1,5 % y se visualizaron con Syber Safe. Los fragmentos digeridos se 

escindieron del gel, en el caso del inserto se purificó con el kit ADN PuriPrep-GP 

Highway®, obteniéndose una concentración de 70 ng/µl y en el caso del vector 

utilizando el kit Pure Link (Invitrogen®), obteniéndose una concentración de 14,3 ng/µl. 

 

4.2.2.4. Reacción de ligación y transformación 

 

Se llevaron a cabo dos ligaciones, con dos relaciones diferentes vector/inserto, 

1:3 y 1:5. Se emplearon 50 ng del vector pET-32 Ek/LIC digerido, mientras que de 

inserto se emplearon 15 ng y 25 ng en cada reacción, respectivamente. La mezcla de 

reacción se realizó en un volumen final de 10 µl conteniendo buffer ligasa 1x, enzima 

T4 ADN Ligasa (3 U/µl, Promega) y ATP (100 mM) y se incubó ON a 18 ºC.  

El producto de las ligaciones (5 µl de las ligaciones 1:3 ó 7 µl de las ligaciones 

1:5) se utilizó luego para amplificaren células competentes DH5α de E.coli y se 

multiplicaron en placas con medio LB sólido + ampicilina. Posteriormente, se 

seleccionaron 8 colonias aisladas de la placa y se analizaron por Colony PCR 

utilizando el primer Fw específico del ADNc de ELBSP1 y como primer RV el T7 

Terminator correspondiente al vector que genera un producto de 729 pb, en caso que 

la ligación fuera exitosa. Las colonias analizadas se conservaron en una placa Master. 

También se hicieron controles negativos sin incluir el inserto y controles positivos 

utilizando ADNc de actina. Los resultados se analizaron por electroforesis en gel 1,5% 

de agarosa. Todos los clones analizados contenían un producto de PCR compatible 

con la construcción buscada. 

 

4.2.2.5. Secuenciación y selección de los clones  

 

Se seleccionaron 3 colonias para realizar dos cultivos de cada una que se 

dejaron en agitación ON a 37 ºC. Se purificaron los plásmidos mediante un kit 

comercial (Miniprep, Quiagen®). El resultado se analizó con un gel 1% agarosa. El 
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ADN plasmídico correspondiente a los clones seleccionados (40 µl) fue enviado para 

su secuenciación para confirmar la identidad del inserto (Macrogen, Corea). Los 

resultados de las secuencias se analizaron con el programa BioEdit Sequence 

Alignment. De los 3 clones analizados, utilizamos el único que no contenía ninguna 

mutación (clon#1).  

 

4.2.2.6. Expresión de la proteína recombinante 

 
Células de E. coli Rosetta™ (Novagen) competentes por Cl2Ca se 

transformaron por shock térmico con 2 µl (50 ng) del ADN plasmídico proveniente del 

clon #1. Se utilizó esta cepa bacteriana derivada BL21 para mejorar la expresión de 

proteínas eucariotas que contienen codones raramente usados en E. coli. Esta cepa 

suministra tRNAs para codones AGG, AGA, AUA, CUA, CCC, GGA en un plásmido 

compatible resistente a cloranfenicol. A partir de una colonia aislada se realizó un 

cultivo en 5 ml de medio LB suplementado con 100 µg/ml ampicilina y 20 µg/ml 

cloranfenicol y se incubó a 37 ºC en agitación durante 16 horas. Se tomaron 500 µl del 

cultivo y se inocularon en 25 ml de medio LBAmp/Cn, y se incubó a 37 ºC en agitación 

hasta una DO=0,4. Luego la incubación continuó a 18 ºC hasta alcanzar una DO=0,6. 

Los cultivos fueron inducidos con 0,1 mM de isopropyl-b-D-thiogalactoside (IPTG) y 

como control el cultivo de Rosetta sin plásmido se dejó sin inducir y se incubaron ON a 

18 ºC hasta un OD de 2 aproximadamente. 

En todos los casos las células se cosecharon por centrifugación a 1700 xg 

durante 15 minutos y se resuspendieron en 10 ml de buffer de lisis (PBS a pH 7,4 

conteniendo 1 mg/ml lisozima, 2,5 % tritón y 0,5 mM PMSF), posteriormente fueron 

lisados por sonicación (10 ciclos de 60 Hz de potencia de 10 segundos 30 segundos). 

El lisado celular fue centrifugado (13000 xg, 30 minutos). Se obtuvo un pellet que fue 

resuspendido en 10 ml de buffer de lisis. Tanto el pellet como el sobrenadante fueron 

analizados por SDS-PAGE 12% para verificar la expresión de la proteína cuyo pero 

molecular esperado es de 42 kDa. La proteína se encontró mayoritariamente en el 

precipitado celular. En ningún caso se logró obtener parcialmente la proteína en la 

fracción soluble. La proteína recombinante obtenida fue denominada TrxA-FNx4-

His6x, debido a que está compuesta por una tiorredoxina (TrxA), cuatro dominios de 

fibronectina tipo II (FNx4) y un tag de seis histidinas (His6x) en el extremo C-terminal.  

 

 



97 

  

4.2.2.7. Purificación y re-naturalización de la proteína  

 

Con el objetivo de recuperar la proteína de la fracción insoluble el pellet celular 

se lavó dos veces en buffer de lavado I (20 mM Tris-HCl, pH8, 20000 xg, 30 minutos a 

4º) y luego en buffer de lavado II para desnaturalizar y solubilizar las proteínas (50 mM 

Tris, 50 mM ClNa, 1,5 mM β-mercaptoetanol, 2M urea, 2% tritón, pH8, 20000 xg, 30 

minutos a 4º). Posteriormente el pellet obtenido se resuspendió en binding buffer (50 

mM Tris, 500 mM ClNa, 10 mM β-mercaptoetanol, 8M urea, 20 mM imidazol), se 

mantuvo 1 hora en agitación a 4º y luego se centrifugó a 40000 xg y se conservó el 

sobrenadante. 

La purificación de la proteína recombinante se llevó a cabo utilizando columnas 

de afinidad de níquel HiTrap (GE Healthcare®). La columna inicialmente fue lavada con 

5 ml de agua bidestilada y cargada con 2 ml de So4Ni 0,1M, se repitió el lavado con 5 

ml de agua bidestilada. Luego se equilibró con 5 ml de binding buffer a una velocidad 

de flujo de 1 ml/min, posteriormente se cargó la proteína en la columna y se descartó 

el FT y se lavó con 15 volúmenes de binding buffer.  

La proteína unida a la columna fue renaturalizada en gradiente lineal 

decreciente de 14 mM urea/min desde el binding buffer a un buffer sin urea ni 

dihidrotreithol (50 mM Tris, 500 mM ClNa, 20 mM imidazol,) utilizando un volumen total 

de 300 mL durante 12 horas. La proteína renaturalizada fue eluida sucesivamente con 

4 volúmenes de distintos buffers de elución (50 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl con 100 

mM, 200 mM o 400 mM imidazol), se recolectaron fracciones de 1 ml y se analizaron 

en SDS-PAGE en un gel 12% acrilamida. La proteína se recuperó en las condiciones 

de 50 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 200 mM imidazol y 50 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 

400 mM imidazol. Las fracciones conteniendo la proteína purificada se poolearon y se 

dializaron contra buffer fosfato, posteriormente se analizaron en gel de poliacrilamida 

12%. La concentración de proteína obtenida se midió mediante el método de Bradford 

(1961). 

 

4.2.3. Marcado de TrxA-FNIIx4-His6xcon FITC y unión a los espermatozoides 

 
Se incubaron5 µM del péptido recombinante con 130 mM FITC en DMSO 

durante 2 horas a temperatura ambiente en agitación con buffer bicarbonato de sodio, 

pH 9,5. Posteriormente la solución FITC-proteína de dializó en buffer fosfato 50 mM, 

0,15 M NaCl, pH 7,5. La marcación de la proteína se confirmó evaluando el espectro 
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de absorción de la proteína marcada (entre 280 y 500 nm) y comparándola con el 

espectro de absorción del FITC puro. 

Para evaluar la interacción FITC-TrxA-FNIIx4-His6xcon las células 

espermáticas, 20 millones de espermatozoides congelados/descongelados y lavados a 

través del uso de Androcol se incubaron con 25 µg de FITC-proteína en PBS. Fueron 

empleados dos controles: espermatozoides sin FITC sin proteína como control de 

autofluorescencia y espermatozoides con FITC y sin proteína como control de 

especificidad.  Posteriormente las muestras de espermatozoides fueron fijadas en 4% 

(v/v) de formaldehído y lavados en 500 µL de PBS (600 xg, 5 min). La unión de la 

proteína recombinante marcada con FITC se comprobó mediante visualización en 

microscopio confocal con un objetivo de 60x/1,40 oil ∞/0,17 DICN2 (Nikon C1siR). Se 

tomaron imágenes que luego fueron analizadas con el software de distribución libre 

ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/). 

 

4.2.4. Evaluación del efecto de TrxA-FNIIx4-His6xsobre parámetros de calidad 

seminal 

4.2.4.1. Estado de capacitación 

 

Para realizar esta determinación, alícuotas de semen descongelado 

provenientes de las mismas pajuelas utilizadas en el experimento anterior, con 5x106 

células fueron centrifugadas a 7500 x g durante 5 minutos a 4 °C, luego de descartar 

el sobrenadante las muestras fueron mezcladas con buffer Laemmli 5x bajo 

condiciones reductoras (100 mM DTT) y calentadas a 100 ºC durante 5 minutos. 

Las proteínas solubilizadas fueron separadas por electroforesis en 10% (w/v) 

de acrilamida SDS–PAGE (Laemmli, 1970) y transferidas a membranas de PVDF 

(BIO-RAD). Los sitios no específicos fueron bloqueados con una solución bloqueante 

[TBS-T (10 mM Tris–HCl, pH 8, 120 mM NaCl, 0,05% Tween 20% y 5% de BSA] 

durante una hora a temperatura ambiente. Las proteínas fosforiladas fueron 

detectadas mediante incubación con el anticuerpo primario AntiPKA monoclonal 

mouse (Santa Cruz®) a una dilución de 1:500 en solución bloqueante, durante toda la 

noche a 4°C, en agitación constante. Luego de varios lavados en TBS-T, las 

membranas fueron incubadas durante una hora a temperatura ambiente con el 
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anticuerpo secundario anti-mouse IgG conjugado con HRP (BioRad,) a una dilución de 

1:10000 en solución bloqueante. Posteriormente las membranas fueron reveladas 

empleando el equipo C-DiGit Chemiluminescent Western Blot Scanner (LI-COR). 

Luego del revelado se procedió a realizar la detección de fosforilación de 

residuos de tirosina. Para lo cual las membranas se lavaron durante 20 minutos a 60 

°C en buffer de stripping (62,5 mM Tris-HCl, 2% SDS, 100 mM β-mercaptoetanol, pH 

6,5), se bloquearon nuevamente con una solución bloqueante (TBS-T (10 mM Tris–

HCl, pH 8, 120 mM NaCl, 0,05% Tween 20% y 20% de gelatina) durante una hora a 

temperatura ambiente. Las proteínas fosforiladas fueron detectadas mediante 

incubación con el anticuerpo primario AntiPTYR monoclonal mouse (Clone 4G10, 

Merck) a una dilución de 1:10000 en TBST durante toda la noche a 4°C, en agitación 

constante. Posteriormente se realizaron los lavados correspondientes e incubación 

con el anticuerpo secundario y revelado como fue detallado anteriormente. Se repitió 

el stripping y se realizó el control de carga. Para lo cual se bloquearon nuevamente las 

membranas y se incubaron durante toda la noche con el anticuerpo primario mouse 

monoclonal anti-tubulin (Sigma, T6094) a una dilución de 1:5000. La incubación con el 

anticuerpo secundario y el revelado fueron realizados de la misma manera descripta 

anteriormente. 

Las imágenes obtenidas luego del revelado de las membranas se analizaron 

mediante el software Image Studio Lite Versión 5.0. Se cuantificó la intensidad de la 

señal por unidad de área de cada banda del WB y cada medición se le descontó la 

intensidad del fondo. Posteriormente la intensidad de cada banda se estandarizó a la 

intensidad de cada banda de tubulina (control de carga). 

 

4.2.4.2. Movilidad espermática 

 

Tres pajuelas compuestas por semen congelado obtenido mediante VA 

realizadas para cumplir con los objetivos del capítulo 1 de esta tesis, fueron 

descongeladas al azar mediante inmersión en baño de María (37 °C, 20 s), vertidas en 

1 mL de Androcoll-E y centrifugadas con el objetivo de remover células muertas y PS 

(600 x g, 15 min). Se eliminó el sobrenadante y se conservó el pellet celular, en el cual 

se calculó la concentración espermática. Posteriormente, alícuotas de 1 x 109 

espermatozoides en 200 µl de PBS de volumen final fueron suplementadas con 3, 6 

µM de FNx4 o 0 µM en el grupo control y se incubaron a 37 °C durante dos horas. Los 
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parámetros de movilidad objetiva fueron evaluados cada 30 minutos. Fueron 

realizadas cuatro réplicas experimentales.  

Los parámetros de movilidad fueron estimados mediante el uso de un sistema 

de análisis computarizado CASA desarrollado por Buchelly y col. (en revisión), para lo 

cual 7 μL de la muestra fueron colocados en una cámara Cell-Vu (20 μm; Millennium 

Sciences), atemperada a 37 °C, y se examinó bajo un microscopio con contraste de 

fase (Nikon Eclipse E200; 10x). Se grabaron videos a una velocidad de 30 cuadros/s 

con una cámara (Coolpix S10, Nikon). Se calcularon los mismos parámetros cinéticos 

que en el capítulo II y fueron analizados a partir de los videos adquiridos con el 

software desarrollado por Buchelly y col. (comunicación personal). 

 

4.2.4.3. Fecundación in-Vitro heteróloga  

 

Esta técnica se utilizó como un método de evaluación de la calidad espermática 

ya que permite obtener un valor aproximado de la fertilidad in vivo del semen (García-

Álvarez et al., 2009). 

Los ovocitos bovinos fueron obtenidos de ovarios de matadero y transportados 

hasta el laboratorio en solución estéril 0,9% de NaCl a 20ºC en un período menor a 3 

horas. Se realizó la aspiración de los folículos de 2-10 mm haciendo vacío con agujas 

de 21 mm. Los complejos cúmulus-ovocito (COCs) fueron seleccionados bajo lupa 

estereoscópica Nikon SM 800 (x30), conservando aquellos que presentaron varias 

capas compactas de células de cúmulus y estructura homogénea. Posteriormente, los 

COCs fueron colocados en grupos de 40-60 en placas de maduración conteniendo 

400 µl de medio TCM-199 suplementado con 50 µg/ml de gentamicina, 5,5 mM de 

lactato de Ca, 2,3 mM de piruvato de Na, 36 mM deNaHCO3, 5 mM de Hepes, 

0,01UI/ml FSH (Gonal F-75, Serono, UK) y 10% de suero fetal bovino. La maduración 

se realizó por un período de 24 h en una estufa a 38,5 ºC, 5% de CO2 y humedad a 

saturación. Al completar la maduración, los COCs se lavaron en medio H-SOF y se 

eliminaron las células del cúmulus mediante un pipeteo suave. Los ovocitos se 

colocaron en placas de cultivo con medio IVF-SOF suplementado con 10% de suero 

de oveja en celo y 40 µg/ml de gentamicina. Para la fecundación in Vitro heteróloga se 

eligieron al azar 3 pajuelas de semen congelado utilizado en los experimentos del 

capítulo 1. Las pajuelas fueron descongeladas de la misma manera que fue 
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mencionada en los demás experimentos y los espermatozoides fueron seleccionados 

y liberados de los componentes del medio de congelación a través del pasaje por una 

columna de Precio®, según un gradiente discontinuo de densidad (45/90) y se les 

adicionó 0,15 µM, 0,30 µM de TrxA-FNIIx4-His6xo 0 µM en el caso del grupo control. 

Luego los espermatozoides fueron capacitados en el medio de fertilización durante 10 

minutos, después de lo cual fueron co-incubados con los ovocitos bovinos en una 

concentración final de 106 espermatozoides /ml a 38,5 ºC con 5% de CO2 y humedad a 

saturación. La fecundación heteróloga se evaluó, luego de 40 horas de cultivo, 

mediante la presencia de división celular y/o de uno o más núcleos en ovocitos fijados 

y teñidos con Hoechst 33342, en un microscopio de epifluorescencia invertido. Para 

descartar el efecto partenogénico de la proteína, en cada maniobra se realizó un 

control de ovocitos suplementados con TrxA-FNIIx4-His6x a los cuales no se incubaron 

con espermatozoides. 

 

 

Figura 18. Fecundación in vitro heteróloga positiva. A: división celular. B: 
presencia de dos pronúcleos. 

 

4.2.5. Análisis estadístico de los datos 

 

Todos los datos fueron evaluados para la distribución de normalidad utilizando 

la prueba de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de la varianza utilizando el 

procedimiento de modelos lineales generales del paquete estadístico SAS (SAS 2000). 

Los parámetros se analizaron mediante ANOVAutilizando el procedimiento MIXED del 

Statistical Analysis System versión 8.2 (SAS Institute INC, Cary, NC). El modelo 

estadístico incluyó el efecto del agregado de TrxA-FNIIx4-His6xen dos concentraciones 
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0,15 y 0,30 µM. Los resultados se expresaron como medias mínimas cuadradas (LSM) 

± error estándar de las medias (SEM). Las diferencias estadísticamente significativas 

se determinaron con p ≤ 0,05. 
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4.3. RESULTADOS 

4.3.1. Producción de la proteína recombinante 

 

4.3.1.1. Clonado del ADNc de EPIDIDYMAL SPERM BINDING PROTEIN 1 
correspondiente a los cuatro dominios FN-II x4 en el vector pET-32 
Ek/LIC 

 

Mediante el análisis electroforético de los productos de la reacción de PCR 

utilizando como templado una biblioteca de ADNc de epidídimo bovino se comprobó la 

presencia del ADNc correspondiente a la región proteína EPIDIDYMAL SPERM 

BINDING PROTEIN 1 (ELSPBP1) compuesta por 4 dominios de FN-II (FN-II x4). Se 

utilizaron primers diseñados específicamente para el fragmento comprendido por los 

cuatro dominios (FN-II x4) y se obtuvo el producto de 600 pb (figura 18). 

 

Figura 19. Análisis electroforético de los productos de la reacción de PCR 
realizada sobre la biblioteca de ADNc de epidídimo bovino. Los productos se 
sembraron en un gel de 1% agarosa y se visualizaron con Syber Safe. PM: 
Marcadores de peso molecular. FN-II x4: amplificación utilizando primers específicos 
para ADNc correspondiente a los cuatro domios de FN-II de la proteína Epididymal 
Sperm Binding Protein 1 (ELSPBP1). control –: sin ADNc (control negativo). control +: 
amplificación utilizando primers específicos para ADNc de β-actina (315 pb) y 
utilizando como templada biblioteca de epidídimo bovino (control positivo). 
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Luego de digerir el ADNc correspondiente al vector pET-32 Ek/LIC y el ADNc 

correspondiente al fragmento FN-II x4 (figura 19), se realizó la reacción de ligación 

para insertar el ADNc de interés entre los sitios KpnI y XhoI del vector y los productos 

de la ligación se transformaron en células competentes DH5α de E.coli y se 

plaquearon. Siete de las ocho colonias seleccionadas y analizadas por Colony PCR 

contenían un producto de PCR de 645 pb compatible con un tamaño compatible con la 

construcción buscada (figura 20). Se seleccionaron 3 clones positivos y se confirmó la 

identidad de uno de ellos por secuenciación. Se descartaron los otros dos por poseer 

mutaciones puntuales. 

 

 

Figura 20. Análisis electroforético de los productos de digestión del inserto y del 
vector. Los productos se sembraron en un gel de 1,5% agarosa y se visualizaron con 
Syber Safe. PM: Marcadores de peso molecular. FN-II x4: ADNc digerido 
correspondiente al fragmento compuesto por 4 dominios de FN-II de la proteína 
Epididymal Sperm Binding Protein 1 (ELSPBP1). pET-32 Ek/LIC: primera y segunda 
elución de los productos de la digestión del vector pET-32 Ek/LIC. 
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Figura 21. Análisis electroforético de los productos de la reacción de Colony 
PCR. Los productos de PCR se sembraron en gel de 1,5% agarosa y se visualizaron 
con Syber Safe. PM: Marcadores de peso molecular. Clones analizados. C-: control 
negativo. β-actina: ADNc actina con primers específicos actina (control positivo). 

 

4.3.1.2. Expresión de la proteína recombinante TrxA-FNIIx4-His6xen E. coli 

 

Con el objetivo de expresar la proteína recombinante TrxA-FNIIx4-His6xcélulas 

de E. coli Rosetta™ competentes se transformaron con ADN plasmídico proveniente 

del clon #1. La proteína recombinante tuvo un alto grado de expresión y fue detectada, 

luego de la lisis celular, mayoritariamente en la fracción precipitada o pellet celular 

(figura 21). 
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Figura 22. Sobreexpresión de la proteína recombinante TrxA-FNIIx4-His6x. 
Análisis electroforético para verificar expresión de proteína recombinante en el 
precipitado celular. Se muestran los resultados de las diferentes pruebas para 
solubilizar la proteína. S: fracciones solubles; P: fracciones precipitadas; Rosetta-: 
bacterias de la cepa Rosetta sin inducir. La flecha indica la proteína buscada en las 
fracciones precipitadas de todas las construcciones. 

 

4.3.1.3. Purificación y re-naturalización de la proteína  

 
Luego de la solubilización de la fracción precipitada o cuerpos de inclusión, la proteína 

recombinante TrxA-FNIIx4-His6xfue recuperada por cromatografía de afinidad al níquel. 

El análisis por electroforesis reveló la presencia de la proteína en las fracciones 

eluidas de la columna utilizando 200 y 400 mM imidazol (figura 22) 
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Figura 23. Purificación dela proteína recombinante TrxA-FNIIx4-His6x.Análisis 
electroforético de las fracciones eluidas de la columna de afinidad para verificar la 
presencia del péptido recombinante. Las calles 1 a 9 muestran las diferentes 
fracciones eluidas utilizando un buffer de elusión con 100, 200 y 400 mM de imidazol. 
PM: marcadores de peso molecular. El recuadro muestra el péptido TrxA-FNIIx4-
His6xdetectado en las fracciones 5 a 9. 

 

4.3.2. Marcado de la proteína con FITC y unión a los espermatozoides 

  
Para validar el correcto plegado de la proteína TrxA-FNIIx4-

His6xrenaturalizadase evaluó su capacidad de unión a espermatozoides a través de la 

marcación con el colorante fluorescente isotiocianato de fluoresceína(FITC) 

(Sigma).Observamos una diferencia en el grado y distribución de la fluorescencia con 

mayor intensidad en los espermatozoides incubados con TrxA-FNIIx4-His6xmarcada 

con FITC, observándose la marca mayoritariamente en la región acrosomal y pieza 

media, de acuerdo a lo reportado para la proteína nativaELSBP1 o para otras 

proteínas con dominios de FN-II (Plante et al., 2014). 
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Figura 24. Microscopía confocal de fluorescencia de la proteína TrxA-FNIIx4-
His6x purificada y refoldeada conjugada con FITC en espermatozoides 
congelados/descongelados. (a) Espermatozoide incubado con TrxA-FNIIx4-
His6x+FITC. (b) Espermatozoide incubado con FITC (control). (c) Gráfico de 
distribución de fluorescencia. La distancia (µm) fue medida a lo largo de un eje trazado 
desde la región apical hasta el último punto de fluorescencia visible del flagelo. La 
línea azul corresponde al espermatozoide (a) y la línea roja al espermatozoide (b). 

 

4.3.3. Efecto de TrxA-FNIIx4-His6xsobre la calidad seminal 

 

4.3.3.1. Estado de capacitación 

 

Con el objetivo de evaluar un posible efecto de la proteína recombinante 

sobre la reversión o minimización de los signos moleculares de criocapacitación, se 

estudió el estado de fosforilación delos residuos de tirosina y de sustratos 

fosforilados por la proteína quinasa dependiente de AMPc (PKA).Estas 

determinaciones se realizaron por medio de western blot a partir de un extracto total 

de proteínas de espermatozoides tratados post-descongelación con 0,15 o 0,30 µM 

de TrxA-FNIIx4-His6x, luego de 120 minutos de incubación. Se detectó un patrón 

con cuatro bandas definidas y cuantificables en cada tratamiento, tanto para la 

fosforilación en tirosina como para los sustratos fosforilados por PKA (figura 24). El 

análisis de la densitometría de cada banda indicó que no existieron diferencias 

estadísticas en las intensidades de ninguna de las bandas fosforiladas en tirosina 

entre los tratamientos con TrxA-FNIIx4-His6xa la descongelación y el control. 

Contrariamente, se encontraron diferencias significativas en las intensidades de 

todas las bandas detectadas para los sustratos fosforilados por PKA (p< 0,05) entre 

los tratamientos y el control. Las dos concentraciones de TrxA-FNIIx4-

His6xevaluadas 0,15 y 0,30 µM ocasionaron una reducción de la señal de 

fosforilación, determinada a partir de la reducción de la intensidad de las cuatro 
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bandas observadas de aproximadamente 102, 76, 52 y 31 kDa. No fueron 

detectadas diferencias estadísticas entre las dos concentraciones de TrxA-FNIIx4-

His6xevaluadas.  

 

 

Figura 25. Evaluación del patrón de proteínas fosforiladas en residuos de 
tirosina y sustratos de PKA en espermatozoides criopreservados. La fosforilación 
fue detectada mediante western blott empleando un anticuerpo anti-fosfotirosina (panel 
superior) y anti-PKA (panel inferior), a partir de proteínas totales obtenidas luego de un 
período de incubación de 120 min de espermatozoides tratados con 0,15 µM (A) o 
0,30 µM (B) de TrxA-FNIIx4-His6x. Se realizó la cuantificación de la intensidad de la 
señal detectada para cada banda relativizada a la intensidad detectada con anti-
tubulina. *Diferencias significativas con respecto a cada banda control (C) (* p< 0,05). 
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Tabla 7. Cuantificación densitométrica de las proteínas fosforiladas en residuos de 
tirosina y sustratos de PKA en espermatozoides criopreservados luego de su 
incubación con 0,15 µM o 0,30 µM de TrxA-FNIIx4-His6x (media ± SEM). 

Proteína 0,15 µM 0,3µM Control 
102 kDa Tyr 0,013 ± 0,001 0,013 ± 0,001 0,015 ± 0,001 

76 kDa Tyr 0,015 ± 0,001 0,015 ± 0,001 0,018 ± 0,001 

52 kDa Tyr 0,17 ± 0,001 0,017 ± 0,001 0,021 ± 0,001 

31 kDa Tyr 0,015 ± 0,001 0,015 ± 0,001 0,018 ± 0,001 

102 kDa PKA 0,173 ± 0,006a 0,176 ± 0,006a 0,209 ± 0,007b 

76 kDa PKA 0,227 ± 0,008a 0,240 ± 0,008a 0,279 ± 0,010b 

52 kDa PKA 0,236 ± 0,010a 0,241 ± 0,010a 0,287 ± 0,012b 

31 kDa PKA 0,162 ± 0,006a 0,159 ±0,006a 0,200 ± 0,007b 

Se muestran valores medios ±SEM. Letras diferentes (abc) entre columnas dentro de 
la misma línea indican diferencias estadísticas significativas entre tratamientos (p < 
0,05).  

 

4.3.3.2. Movilidad espermática 

 

Dado que la movilidad espermática es el parámetro más frecuentemente utilizado para 

medir indirectamente la viabilidad celular, se evaluaron distintos parámetros cinéticos 

mediante CASA a lo largo de 120 minutos de incubación (37°C), en espermatozoides 

descongelados y tratados con la proteína recombinante. Los resultados encontrados 

se contrastaron con los de los espermatozoides no tratados (control). 

Al evaluar la movilidad total (MT) se detectó una interacción significativa entre 

el agregado de 0,15 µM de TrxA-FNIIx4-His6xy el tiempo de incubación (p= 0,05), con 

una movilidad espermática mayor a los 30 minutos en comparación con 120 minutos 

de incubación en este tratamiento. No detectamos diferencias entre los tratamientos y 

el grupo control para esta variable (p=0,61) (figura 25). 

En cuanto a la movilidad espermática progresiva no observamos interacción 

entre los tratamientos y el tiempo de incubación (p=0,703). Tampoco encontramos 

diferencias entre los tratamientos y el grupo control (p=0,52), con una movilidad 

espermática progresiva promedio de 27,68 ± 2,57 %. Observamos diferencias 

significativas entre los tiempos de incubación (p=0,0005). Como es esperado, 

observamos disminución de este parámetro a lo largo del tiempo de incubación con 
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valores de 34,86± 2,91 % al inicio y 19,02± 2,91 % de movilidad espermática 

progresiva a los 120 min de incubación. 

En relación al estudio de los parámetros relacionados con la velocidad 

espermática velocidad rectilínea (VSL), velocidad curvilínea (VCL) y velocidad media 

(VAP) se observaron diferencias significativas (p ≤ 0,05) únicamente entre los 

diferentes tiempos de incubación, con los menores valores a los 120 minutos. Para 

VSL con valores de 299,02 ± 27,98 µm/seg y 144,90 ± 27,98 µm/seg; para VCL 467,41 

± 39,46 µm/seg y 246,98±39,46µm/seg y para VAP 399,07± 33,59 µm/seg y 207,66± 

33, 59µm/seg al inicio y al final del período de incubación, respectivamente. 

Al evaluar las variables frecuencia de batido (BCF; HZ), rectitud del movimiento 

(STR) y amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza espermática (ALH; µm) 

observamos que todas se comportaron de la misma manera, mostraron diferencias 

significativas entre los distintos tiempos de incubación en estudio (p = 0,002, p = 0,004 

y p = 0,007, respectivamente). Con una disminución hacia los 120 minutos de 

incubación. Para BCF se registraron valores de 3,61± 0,29 y 2± 0,29 Hz; para STR 

11,92 ±0,87 y 8,79 ±0,87 % y para ALH 3,03± 0,18 y 2,12± 0,18 µmal inicio y al final 

del período de incubación, respectivamente. No se detectaron diferencias significativas 

entre tratamientos para ninguna de estas variables (p ≥ 0,05). 

 

 

Figura 26. Movilidad total de espermatozoides congelados/descongelados 
incubados durante 0, 30, 60, 90 y 120 minutos con 0 (control), 0,15 µM o 0,3 µM 
de TrxA-FNIIx4-His6x. Se representan valores medios ± SEM de la movilidad 
expresada en porcentaje (%). Letras distintas (a, b, c) indican diferencias significativas 
entre tiempos de incubación dentro del tratamiento (p≤0,05). 
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4.3.3.3. Capacidad fecundante 

 

Con el objetivo de evaluar si el agregado de la proteína recombinante a los 

espermatozoides afectaba su capacidad de penetrar un ovocito y fecundarlo se realizó 

la prueba de fertilización in vitro heteróloga, ya que ha sido demostrado que tiene una 

elevada correlación con la fertilidad evaluada a campo (García-Álvarez et al., 2009). 

Observamos que el agregado de 0,3 µM de TrxA-FNIIx4-His6xocasionó una mayor tasa 

de fecundación que el control (p= 0,0236). La tasa de fecundación se midió través del 

conteo de células divididas y/o de la presencia de dos pronúcleos. No detectamos 

diferencias entre el control y el agregado de 0, 15 µM de TrxA-FNIIx4-His6x (figura 30). 

 

 

Figura 27. Efecto del agregado de TrxA-FNIIx4-His6xa espermatozoides 
congelados/descongelados sobre el porcentaje de fecundación in-vitro 
heteróloga, evaluado a través del conteo de células divididas y/o de la presencia 

de dos pronúcleos. Se representan valores medios ± SEM. 
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4.4. DISCUSIÓN 

 

El objetivo de este capítulo fue el clonado y expresión in vitro de una proteína 

compuesta por cuatro dominios de fibronectina tipo II y la evaluación de su efecto 

luego del agregado a espermatozoides congelados/descongelados sobre su 

capacitación, movilidad y potencial fecundante. Logramos clonar y expresar con éxito 

un péptido conteniendo cuatro dominios de fibronectina tipo II fusionados a una 

tiorredoxina y un tag de seis histidinas terminales, por lo que la denominamos TrxA-

FNIIx4-His6x. Esta proteína fue producida en E. coli y luego de su desnaturalización y 

re-naturalización fue capaz de unirse a los espermatozoides 

congelados/descongelados, de revertir los signos moleculares de capacitación y de 

aumentar el porcentaje de fecundación.  

La criopreservación representa un gran estrés para la membrana plasmática 

del espermatozoide, lo que resulta en un rearreglo y desestabilización de sus 

componentes y entrada de Ca++ a la célula (de Leeuw et al., 1993; Noiles et al., 1995; 

Maxwell; Johnson, 1999; Collin et al., 2000). White (1993) hipotetizó que el aumento 

de permeabilidad se debe a cambios estructurales irreversibles en la arquitectura de la 

membrana, causados por el enfriamiento por debajo de la temperatura de transición de 

los fosfolípidos que la componen. Por debajo de la temperatura de transición, ocurre 

un cambio abrupto de fase de gel a cristal-líquido de los fosfolípidos que conducirían a 

cambios estructurales subletales e irreversibles en la membrana que conllevan a un 

incremento de su permeabilidad. Dado que las membranas espermáticas se 

componen de fosfolípidos específicos según la especie (White, 1993) y que cada 

fosfolípido tiene una temperatura de transición de fase precisa, el grado de daño 

estructural depende de la temperatura y la composición lipídica de cada membrana. La 

membrana plasmática del espermatozoide ovino tiene características que le confieren 

una elevada sensibilidad al estrés térmico en comparación con los de otras especies. 

Estas características son los niveles muy elevados de fosfolípidos y ácidos grasos 

poliinsaturados y muy bajos de colesterol. Darin-Bennett y White (1975) establecieron 

una relación molar alta de colesterol: fosfolípidos en espermatozoides humanos y de 

conejos en comparación con la relación molar del ovino y bovino (1:0 y 0:4, 

respectivamente), esta relación elevada origina una membrana más compacta, menos 

permeable y por lo tanto más resistente al estrés térmico en el caso de las dos 

primeras especies.  
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A medida que el semen es sometido a un protocolo de criopreservación, se 

forman cristales de hielo en el medio extracelular, aumentando la osmolaridad de la 

fracción de agua no congelada. El agua intracelular se difunde fuera de los 

espermatozoides en respuesta a este gradiente osmótico, deshidratando la célula. Al 

descongelarse, el fenómeno se repite, pero en sentido inverso, a medida que los 

cristales de hielo extracelulares se derriten y el agua se difunde. La deformación 

ultraestructural de la membrana plasmática ocurre como consecuencia del estrés 

osmótico y el cambio drástico en el volumen durante la congelación y descongelación. 

El aumento de permeabilidad de la membrana permite un mayor ingreso a la célula de 

iones como Ca++ y bicarbonato (Kadirvel et al., 2009; Albrizio et al., 2015) que, sumado 

a la deshidratación celular y la pérdida de ácidos grasos poliinsaturados y colesterol, 

desencadenan la criocapacitación por medio de la vía de señalización de PKA, con la 

subsecuente fosforilación de proteínas, especialmente en los residuos de tirosina. La 

criocapacitación reduce la vida media del espermatozoide criopreservado (Bailey et al., 

2003; Thomas et al., 2006) y su capacidad de unirse a las células de la zona pelúcida 

del ovocito, lo que vuelve al espermatozoide, aunque viable, incapaz de fecundar 

(Watson, 1995).  

Desde hace varios años se continúa evaluando la posibilidad de incluir aditivos, 

tanto en los medios de congelación como de descongelación espermática, para 

prevenir o revertir los efectos indeseables de la criopreservación. Es así, que se ha 

reportado que el agregado de PS a los espermatozoides previo a su congelación o 

luego de su descongelación revirtió la fosforilación de proteínas en varias especies 

como porcinos (Vadnais; Althouse, 2011), ovinos (Pérez-Pé et al., 2001) yequinos (de 

Andrade et al., 2012). Sin embargo, esta capacidad del PS depende de la 

concentración de sus componentes, por lo que es difícil predecir su efecto. Además, el 

uso de PS como aditivo plantea un riesgo sanitario por la posible propagación de 

enfermedades de transmisión sexual al utilizar fluidos animales. 

La función crioprotectora y reversora del daño ocasionado por la congelación 

ha sido atribuida a un grupo de proteínas del PS que tienen la capacidad de 

interactuar con componentes de la membrana espermática, especialmente a las 

denominadas RSVP14 y RSVP20. Estas proteínas que se originan en las vesículas 

seminales e interactúan con los espermatozoides luego de la eyaculación, pertenecen 

a la familia de las proteínas compuestas por un doble dominio de fibronectina tipo II, 

que media la interacción con el espermatozoide a través de los fosfolípidos del tipo 
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colina presentes en la superficie espermática. Este dominio, además, proporciona 

sitios de unión con macromoléculas como colágeno, fibrina, actina, heparina y ADN. 

Por lo tanto, hipotetizamos que la capacidad de revertir los daños que tienen las 

proteínas plasmáticas estaría dada por la presencia de estos dominios. Como ya fue 

mencionado, el efecto protector del PS es muy variable y depende de la presencia y 

concentración de estas proteínas. Por lo que su producción in vitro y agregado como 

aditivos al medio de descongelación representaría una herramienta biotecnológica útil 

para preservar la calidad y capacidad fecundante de los espermatozoides congelados. 

Si bien, Serrano et al. (2013) realizaron la clonación y expresión tanto de RSVP14 

como de RSVP20 (Serrano et al., 2015), no se ha realizado hasta la actualidad ningún 

estudio en el que se haya suplementado los medios de congelación y/o 

descongelación con estas proteínas definidas, ni se conoce su mecanismo de acción. 

Nuestro primer desafío fue obtener la proteína TrxA-FN-IIx4His6x, ya que las 

proteínas compuestas por dominios FN II suelen acumularse en cuerpos de inclusión y 

al querer extraerlas tienden a perder su actividad. Pese al agregado del dominio TxrA, 

el péptido recombinante se expresó de manera insoluble en todas las condiciones 

ensayadas. Para resolver esta problemática agregamos una etapa de 

desnaturalización y posterior purificación y replegamiento en columna. El uso de 6 M 

de urea para desnaturalizar los agregados de proteínas seguido de un gradiente 

decreciente de 6 a 0 M de urea en la columna fue adecuado para reducir el número de 

agregados presentes. Posteriormente, corroboramos el correcto plegado de la proteína 

confirmando su capacidad de unión. Observamos que se unió a los espermatozoides, 

especialmente en la zona de la cabeza y pieza media, como fue reportado para otras 

proteínas con dominios de FN-II en bovinos (Manjunath et al., 1999), ratones y 

humanos (Plante et al., 2012). 

El siguiente desafío fue definir la concentración de proteína a evaluar. Acorde a 

lo reportado por Barrios et al. (2005) para RSVP14 evaluamos el agregado de 13 µM 

de TrxA-FN-IIx4His6x. Al observar que los espermatozoides tratados perdían su 

movilidad totalmente luego de 30 minutos de incubación a 37 °C disminuimos la 

concentración a la mitad (6,5 µM). Sin embargo, continuamos observando los mismos 

resultados negativos en cuanto a la movilidad. Posteriormente, decidimos utilizar en 

nuestros ensayos 0,15 µM y 0,30 µM, basándonos en los trabajos de Serrano et al. 

(2013). 
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La pieza media de los espermatozoides es la región que contiene las 

mitocondrias, y a menudo se asocia con la movilidad espermática, por lo cual luego de 

observar la unión específica de la proteína a esta región, esperábamos que su 

agregado a los espermatozoides mejorara este parámetro. Sin embargo, la evaluación 

objetiva de las variables de movilidad por video microscopía, demostró que no existió 

diferencia entre el grupo control y los espermatozoides suplementados con TrxA-FN-

IIx4His6xen ninguna de las concentraciones evaluadas, aunque se detectó una 

interacción entre el tiempo de incubación y el agregado de 0,15 µM TrxA-FN-IIx4 

His6xpara la variable movilidad total. En cuanto a las medidas de velocidad (lineal, 

circular y media), estas no se vieron influenciadas por la suplementación con proteína 

recombinante y disminuyeron conforme aumentó el tiempo de incubación, 

hipotetizamos que esto fue debido a una cuestión meramente biológica de 

agotamiento de reservas energéticas. Lo mismo ocurrió con las variables que miden la 

frecuencia de golpe cruzado (BCF), la rectitud del movimiento (STR) y el 

desplazamiento lateral de la cabeza espermática (ALH).  

Los resultados de la cuantificación de la señal emitida por la fosforilación de 

proteínas como signo molecular de capacitación, indicarían que el agregado de TrxA-

FN-IIx4His6xrevierte la criocapacitación, mejorando el estado funcional de los 

espermatozoides en este aspecto. Por este motivo, la suplementación de proteínas 

decapacitantes al medio de descongelación demuestra ser una estrategia factible para 

atenuar algunas proteínas que se fosforilan en respuesta a la criocapacitación. Si bien 

en este trabajo no detectamos diferencias significativas en cuanto a la reducción de la 

fosforilación de tirosina de las proteínas, si fue observada la reducción significativa de 

la señal emitida por la fosforilación de sustratos de PKA luego del agregado de TrxA-

FN-IIx4His6x.La proteína quinasa A (PKA) es parte de una familia de enzimas cuya 

actividad depende de la concentración de AMPc y cuya actividad es responsable de la 

fosforilación de proteínas en residuos Ser y Thr. La relevancia de la actividad de la 

PKA en la capacitación ha sido demostrada indirectamente ya que su inhibición 

produce el bloqueo de la movilidad espermática y de otras señales downstream como 

la fosforilación de proteínas en residuos Tyr En ratones, la eliminación de genes 

relacionados con la actividad de PKA, resulta en un fenotipo macho-estéril. Este 

fenotipo presenta anomalías relacionadas con la capacitación como defectos en la 

regulación de la fosforilación en tirosina de las proteínas espermáticas como 

deficiencias en el inicio de la movilidad hiperactivada. Esto demuestra que la 

activación de PKA por cAMP es un evento previo a la activación de la tirosina quinasa 
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Src (Revisado en Visconti et al., 2011).El hecho de haber detectado en nuestro estudio 

actividad sobre la PKA y no sobre la tirosina nos hace pensar que tal vez el tiempo de 

incubación con FN-IIx4His6x fue insuficiente para revertir la fosforilación en tirosina, o 

bien que tal vez la fosforilación de tirosina fue desencadenada por otra vía diferente a 

PKA, como por ejemplo concentraciones de ROS, desencadenados por la 

criopreservación (Jin; Yang, 2017). 

Los resultados promisorios encontrados en este estudio referente al efecto 

decapacitante que tendría TrxA-FN-IIx4His6xal ser suplementada al medio de 

descongelación estuvieron acompañados por mejoras en el porcentaje de 

fecundación. Durante años se ha intentado correlacionar alguna prueba de calidad 

espermática con la fertilidad medida a campo, y se ha encontrado que la mejor 

evaluación es la fecundación in vitro (Byrne et al., 2000; O´ Meara et al., 2005), ya que 

evalúa la capacidad del espermatozoide de unirse y penetrar un ovocito. Los 

laboratorios que no tienen la posibilidad de realizar esta determinación, debido a sus 

costos y a la necesidad de equipamiento especializado, normalmente realizan una 

batería de pruebas espermáticas que determinan la funcionalidad del espermatozoide. 

En trabajos realizados por García-Álvarez et al. (2009) y Valente et al. (2010) 

demostraron que la prueba de fertilidad in vitro heteróloga, utilizando ovocitos bovinos 

con zona pelúcida intacta, es una prueba eficaz para predecir la fertilidad de carneros. 

Por esta razón utilizamos esta prueba para, a través de la cuantificación de células 

divididas y/o dos pronúcleos, determinar el efecto del agregado de 0,15 µM o 0,30 µM 

de TrxA-FN-IIx4His6x en el medio de fecundación sobre el potencial fecundante de los 

espermatozoides congelados/descongelados. A través de nuestros resultados 

podemos decir que el agregado de 0,3 µM deTrxA-FN-IIx4His6x a los espermatozoides 

mejoró las tasas de fecundación con respecto al control. Varios investigadores han 

demostrado que el agregado de PS a espermatozoides criopreservados mejoró las 

tasas de fecundación, tanto in vivo como in vitro en diferentes especies como ovinos y 

cerdos (Maxwell et al., 1999; Rozeboom et al., 2000), esto podría deberse a las 

proteínas plasmáticas, que como fue mencionado anteriormente, se componen de 

dominios de FN-II que les aportan capacidad de unión a las células del ovocito. Por lo 

tanto, es esperable que el agregado a los espermatozoides de 0,3 µMTrxA-FN-

IIx4His6ocasione mejoras en el potencial fecundante, ya que es una proteína 

compuesta por 4 de los dominios FNII, esto podría potenciar la capacidad de unión y 

penetración al ovocito. Si bien, aún se requieren resultados de la aplicación de TrxA-

FN-IIx4His6xsobre la fecundación in vivo, podríamos estar frente a una herramienta 
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biotecnológica que mejora las tasas de fecundación del espermatozoide 

criopreservado a través del aumento de su capacidad de unión al ovocito y de la 

disminución de capacitación. 
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Conclusiones generales 

 
 

✓ Los eyaculados frescos obtenidos con electroeyaculador tienen una mejor 

calidad seminal que los obtenidos con vagina artificial y son más resistentes a 

los daños ocasionados por la criopreservación. En base a estas observaciones 

no rechazamos la primera hipótesis planteada en esta tesis: "Los 

espermatozoides obtenidos mediante electroestimulación presentan mayor 

resistencia a los daños ocasionados por la criopreservación”. 

 

✓ De las cinco proteínas que identificamos en el plasma seminal: RSVP14, 

RSVP22, BINDER OF SPERM 5 PRECURSOR, CLUSTERIN y EPIDIDYMAL 

SECRETORY PROTEIN E1 PRECURSOR, las tres primeras estuvieron 

aumentadas en el plasma seminal obtenido mediante electroeyaculación. Son 

proteínas que pertenecen a la familia de las BSP (BINDER OF SPERM 

PROTEINS) y que se caracterizan por tener un doble dominio de fibronectina 

tipo II. Se sabe que este dominio estabiliza las membranas espermáticas. 

Estos resultados confirman la segunda hipótesis planteada en este trabajo: “La 

mayor resistencia de los espermatozoides obtenidos con electroeyaculador a 

los daños causados por la criopreservación estaría dada por la elevada 

concentración relativa de proteínas de bajo peso molecular presentes en el 

plasma seminal” 

 

✓ El agregado posdescongelación de PPSiE revierte los signos moleculares de 

criocapacitación en los espermatozoides. Sin embargo, no modificaron los 

parámetros fisiológicos y cinéticos al considerar a la muestra como una 

población homogénea. 

 

✓ El método y la estación de colecta de las PPSiE no ejercen ningún efecto sobre 

su actividad. 

 

✓ El semen congelado/descongelado es una población heterogénea constituida 

por subpoblaciones espermáticas. 

 

✓ Los espermatozoides congelados/descongelados de carneros con alta y baja 

fertilidad presentan diferencias en la distribución de sus subpoblaciones 

espermáticas. 
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✓ Las PPSiE modifican la distribución de las subpoblaciones espermáticas en 

muestras seminales congeladas/descongeladas.  

 

✓ Logramos expresar un péptido compuesto por cuatro dominios de FN-II, una 

tiorredoxina y un tag de histidina en E. coli (TrxA-FNIIx4His6x). 

 

✓ TrxA-FNIIx4His6x se acumula en cuerpos de inclusión insolubles, pero puede 

ser recuperada mediante una estrategia de solubilización y refoldeado. 

 

✓ La proteína recombinante TrxA-FNIIx4His6x se une a la zona apical de la 

cabeza y a la pieza intermedia de los espermatozoides. 

 

✓ TrxA-FNIIx4His6x disminuye la señal de criocapacitación medida a través de la 

disminución de la fosforilación en sustratos de PKA, y aumenta el porcentaje de 

fecundación in vitro heteróloga utilizada en una concentración de 0,3 µM.  

 

✓ En base a todo lo expuesto anteriormente podemos aceptar la tercera hipótesis 

de esta tesis: “El agregado de proteínas de bajo peso molecular en el medio de 

congelación/descongelación mejora la calidad y capacidad fecundante in vitro 

de los espermatozoides ovinos congelados/descongelados”. 
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IMPLICANCIAS PARA INVESTIGACIONES FUTURAS 

 

Aunque esta tesis presentó aportes originales al entendimiento de la fisiología 

espermática y al comportamiento de los espermatozoides frente a distintos procesos 

biotecnológicos como la criopreservación, algunos aspectos no han sido totalmente 

dilucidados y surgen nuevos interrogantes a resolver en investigaciones futuras. 

Algo a resaltar que se desprende de esta tesis, es la necesidad de trabajar 

sobre subpoblaciones espermáticas, ya que un eyaculado aún luego de ser sometido 

al proceso de congelación/descongelación sigue manteniendo cierto grado de 

heterogeneidad. El sistema de análisis CASA resulta ser una herramienta útil para 

establecer cambios en las subpoblaciones como consecuencia de determinados 

tratamientos o procesos. 

Por otro lado, la proteína recombinante ha sido evaluada en el medio de 

descongelación espermática previa eliminación de PS y de diluyentes de congelación 

mediante el uso de coloides. Resulta de interés entonces, estudiar su efecto sin este 

lavado, para poder diseñar estrategias para el envasado de la proteína junto a los 

espermatozoides. Esto permitiría que, al momento de descongelar en el mismo 

envase, puedan contactarse la proteína y los espermatozoides.  

Pese a que evaluamos el efecto del agregado de TrxA-FNIIx4-His6x a los 

espermatozoides sobre su capacidad de fecundar in vitro, aún resta evaluar esta 

capacidad sobre la fertilidad in vivo por las vías de inseminación cervical y 

laparoscópica.  

En el desarrollo de esta tesis no fue posible evaluar la aplicación del péptido 

recombinante a los espermatozoides previo a su congelación y la evaluación de su 

efecto sobre la calidad espermática. Para completar este proyecto y acercarnos a la 

elaboración de un método que disminuya los efectos perjudiciales de la 

criopreservación y sea adoptado por el sector productivo es fundamental evaluar la 

inclusión del péptido en los medios de congelación y su efecto sobre la funcionalidad 

espermática. 

Se espera incurrir en estos interrogantes en investigaciones futuras. 
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7. ANEXO 

 

Tabla 8. Proteínas del plasma seminal ovino expresadas diferencialmente en eyaculados colectados con 
vagina artificial y electroeyaculación 

Proteína Extraída kDa/pI 

experimental 

Número de 

acceso NCBI 

MS/MS 

proteína 

score 

Secuencia 

cubierta 

(%) 

Péptidos coincidentes 

Seminal vesicles  

14 kDa protein 

precursor 

(RSVP 14)  

[Ovis aries] 

1D-PAGE 

 

 

 

2D-PAGE 

17 

 

 

 

15.0/4.6 

   219521810 

 

 

 

219521810 

51 

 

 

 

258 

15 

 

 

 

15 

DKSSEESHEDEECVFPFTYK 

SSEESHEDEECVFPFTYK 

 

 

DKSSEESHEDEECVFPFTYK 

SSEESHEDEECVFPFTYK 

Binder of sperm 

5 precursor 

[Ovis aries] 

1D-PAGE 28 148225308 98 49 RIYYK 

ICSDGDRPK 

CHFPFIYR 

EYAWQYCDR 

WKICSDGDRPK 

EYAWQYCDRY 

EWCSLDEDYVGR 

CTSVNSEREWCSLDEDYVGR 

CTTEGSAFGLAWCSLTEYFER 

CTSVNSEREWCSLDEDYVGR 

 

 

Clusterin isoform 

1  

[Ovis aries] 

 

 

1D-PAGE 

 

 

38 

 

 

426220555 

 

 

112 

 

 

25 

TQIEQTNEEK 

DSENKLK 

IDSLMENDREQSHVMDVMEDSFTR 

EQSHVMDVMEDSFTR 

ASSIMDELFQDR 

ASSIMDELFQDRFFPR 

RPQDTQYYSPFSSFPR 

GSLFFNPK 

TPYHFPVTEFTENNDR 

TPYHFPVTEFTENNDRTVCK 

TVCKEIR 

ALQQYR 

 

Seminal vesicle 

protein precursor  

(RSVP22) 

[Ovis aries] 

 

 

2D-PAGE 

 

 

24.0/ 4.8 

 

 

219521812 

 

 

 

58 

 

 

34 

 

CHFPFIYR 

EYAWQYCDR 

EWCSLDEDYVGR 

CTTEGSAFGLAWCSLTEYFER 

 

Epididymal 

secretory protein 

E1 precursor  

[Bos taurus] 

 

2D-PAGE 

 

12.0/7.0 

 

27806881 

 

 

80 

 

15 

 

SGIRCPIEK 

VVVEWELTDDKNQR 
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Tabla 9.Análisis general del modelo lineal de los patrones de movilidad de las 
subpoblaciones entre tratamientos (carneros con baja o alta fertilidad). La tabla muestra las 
estimaciones de los parámetros y los intervalos de confianza del 95% (CI: entre paréntesis) 
solo para el mejor modelo seleccionado (en negrita). Los valores entre paréntesis son los 
intervalos de confianza superior e inferior. AICc: criterio de información Akaike para 
muestras pequeñas; Δi: diferencias AICc y wi: datos normalizados de AICc. T: tratamiento 

Parámetro Modelos AICc Δi wi Variable 
explicativa 

Parámetro 
estimado (CI) 

CL1 
T 1754.57 1.26 0.65 – – 

Nulo 1753.31 0.00 0.35   

CL2 
T 606.48 0.00 1.00 

Alta Fertilidad -5.08 (-5.73 to -4-42) 

Baja Fertilidad 3.81 (3.14 to 4.47) 

Nulo 1023.36 416.88 0.00   

CL3 
T 2410.98 0.00 1.00 

Alta Fertilidad -0.87 (-0.98 to -0.75) 

Baja Fertilidad -0.78 (-0.96 to -0.61) 

Nulo 2487.48 76.5 0.00   

CL4 
T 181.75 0.00 1.00 

Alta Fertilidad -2.47 (-2.67 to -2.28) 

Baja Fertilidad -1.37 (-1.76 to -0.97) 

Nulo 234.52 52.77 0.00   
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Tabla 10.Análisis general del modelo de efectos mixtos lineales de los patrones de 
movilidad de las subpoblaciones entre tratamientos dentro de la estación reproductiva 
o contraestación. Se analizaron todos los modelos posibles para cada subpoblación 
(clúster 1, 2, 3 y 4) incluyendo el modelo completo, nulo y el mejor (en negrita). AICc: 
criterio de información Akaike para muestras pequeñas; Δi: diferencias AICc y wi: se 
muestran los datos normalizados de AICc. T: tratamiento. E: estación 

Cluster Selección 
de 

modelos 
AICc Δi wi 

1  

T : E 3226.56 0.00 0.50 

T + E + T : 
E 

3226.56 0.00 0.50 

T + E 3487.33 260.77 0.00 

T 3495.31 268.75 0.00 

E 46.21.03 1394.47 0.00 

Nulo 4657.82 1431.26 0.00 

2*  

Reproductiva   
T 285.10 0.00 1 

Nulo 297.68 12.58 0 

Contraestación 
T 626.59 0.00 1 

Nulo 733.55 106.96 0 

3** 

Reproductiva   
T 1083.25 0.00 1 

Nulo 2671.26 1588.01 0 

Contraestación 
T 1028.57 0.00 1 

Nulo 1812.58 784.02 0 

4  

T : E 685.37 0.00 0.50 

T + E + T : 
E 

685.37 0.00 0.50 

T + E 814.37 129 0.00 

T 821.70 194.33 0.00 

E 879.70 194.33 0.00 

Nulo 888.88 203.51 0.00 
* La tabla muestra el análisis individual para la estación reproductiva y contraestación ya que el 
análisis de todos los modelos posibles reveló que la interacción entre el tratamiento y la 
estación no fue significativa. 

** La tabla muestra el análisis de datos para la estación reproductiva independientemente de la 
contraestación ya que las proporciones de subpoblaciones entre el control y los tratamientos 
muestran diferentes tendencias entre las estaciones. 
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Tabla 11. Efecto de los patrones de movilidad de la subpoblación entre los tratamientos dentro de 
estación reproductiva o en contraestación. La tabla muestra las estimaciones de los parámetros para 
los modelos generales de efectos mixtos lineales seleccionados. Los valores entre paréntesis 
corresponden a los intervalos de confianza superior e inferior (95%). PS VA: adición de plasma 
seminal obtenido con vagina artificial; PPSiE VA: proteínas del plasma seminal que interactúan con 
los espermatozoides obtenidas mediante vagina artificial; PS EE: plasma seminal obtenido con 
electroeyaculación; PPSiE EE: proteínas del plasma seminal que interactúan con los 
espermatozoides obtenidas mediante electroeyaculación. Las diferencias entre tratamientos para 
cada subpoblación (grupo) se establecieron mediante la comparación de los intervalos de confianza 

 

Cluster Estación Control PS VA PS EE PPSiE VA PPSiE EE 

1 Reproductiva -0.30  

(-0.52; -0.08) 

1.01  

(0.81; 1.21) 

-1.34  

(-0.92; -0.54) 

0.10  

(-0.08;0.28) 

-2.24 

 (-2.46; -2.02) 

Contraestación  -0.73 

 (-0.92; -0.54) 

1.07  

(0.75; 1.38) 

-0.66 

 (-0.84; -0.45) 

-0.47 

 (-0.65; -0.29) 

-1.25  

(-1.45; -1.06) 

2 Reproductiva -2.82 

 (-4.18; -1.47) 

-0.06  

(-0.40; 0.28) 

0.36  

(-0.03; 0.77) 

-0.39  

(-0.74; -0.04) 

0.17  

(-0.20; 0.54) 

Contraestación -1.13  

(-1.64; -0.61) 

-0.43  

(-0.63; -0.22) 

-1.58 

 (-1.90; -1.26) 

-0.46 

 (-0.66; -0.26) 

-0.58  

(0.81; -0.35) 

3 Reproductiva -1.54  

(-2.77; -0.29) 

-26.11 

 (-315.79; 263.57) 

1.72  

(1.41; 2.03) 

-1.28  

(-1.57; -0.98) 

1.52   

(1.23; 1.81) 

Contraestación -2.19 

 (-3.44; -0.93) 

-26.33 

(343.66; 291.01) 

0.38 

 (0.09; 0.67) 

-0.98 

(-1.26; -0.69) 

1.34 ( 

1.05; 1.60) 

4 Reproductiva -1.17  

(-1.66; -0.67) 

-1.66 

 (-2.07; -1.24) 

-1.52 

 (-2.07; -0.96) 

0.02 

 (-0.27; 0.31) 

0.31 

(-0.03; 0.64) 

Contraestación -1.80 

 (-2.39; -1.22) 

-2.60 

(-3.24; -1.94) 

0.18 

 (-0.14; 0.50) 

-0.25 

 (-0.54; 0.04) 

-0.87  

(-1.29; -0.44) 


