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La evaluacion microscopica es una piedra angular del analisis del semen, tanto en animales de granja
como en andrologia humana, proporcionando informacion Util sobre la muestra de semen. Sin embargo,
las pruebas convencionales se basan en la evaluacion subjetiva de 10s rasgos de los espermatozoides y

tienen un limitado valor prondstico de los resultados de la asistencia a la fertilizacion.

INTRODUCCION: NUEVOS ENFOQUES
PARA EL ANALISIS DE SEMEN

Algunos casos de infertilidad masculina pueden ser diag-
nosticados erréneamente como idiopaticos, porque ciertos
tipos de anormalidades espermaticas suceden a nivel mole-
cular, a veces con ausencia de manifestaciones morfoldgicas
detectables por microscopia. Para abordar este problema, las
anomalias estructurales y moleculares de los espermatozoides
humanos defectuosos pueden ser reveladas por una serie de
biomarcadores. Estos incluyen marcadores fluorescentes de
estatus acrosémico, fluorocromos en deteccién de los esper-
matozoides alterados de la cromatina o de la integridad del
ADN, colorantes de vida, que revelan la actividad espermatica
mitocondrial, las sondas de deteccién de apoptosis y deteccion
de anticuerpos de proteinas (arriba-abajo) que estan regulados
en los espermatozoides defectuosos.

Muchos de estos biomarcadores son las mejores pruebas ob-
tenidas por citometria de flujo que, en contraste con el anlisis
de microscopia, permite una medicién rapida, automatica y
objetiva de la abundancia relativa de estos biomarcadores en
miles de células por muestra.

La evaluacion espermatica microscopica permite a los andro-
logos determinar la localizaciéon subcelular de biomarcadores
especificos. Sin embargo, la intensidad relativa de la clasifica-
Cion por microscopia sélo puede ser estimada en un pequefo
numero de células (100-200 por cada muestra).

En suma, la citometria de flujo y microscopia de epifluorescen-
cia, en combinacién con biomarcadores de calidad/fertilidad
del esperma son técnicas muy Utiles en andrologia. Sin embar-
go, pocos marcadores bioldgicos existentes de la calidad del
esperma se correlacionan bien con el area de la fertilidad de
los animales de granja machos.

ENFOQUE DE MARCADORES NEGATIVOS

La estrategia que hemos construido se basa en la identificacion
de biomarcadores de la calidad de la fertilidad masculina del

esperma en los andlisis de protedmica, bioquimicos y inmu-

nocitoquimicos de espermatozoides defectuosos. Buscamos

proteinas o ligandos (sustancias que actian sobre receptores
del organismo) que son Unicamente asociados con los es-
permatozoides defectuosos ricos en defectos morfoldgicos,

o sutiles, pero defectos ocultos criticos, tales como saltos de

la cadena de ADN no detectables en el analisis microscopico

convencional. Estos marcadores estan asociados con la mala
calidad del semeny la reduccion de la fertilidad, lo que justificd
la designacion de marcadores “negativos” de fertilidad.

Hasta la fecha hemos identificado los siguientes marcadores

potenciales de la fertilidad masculina:

* Ubiquitina. Esta asociada con la superficie de los espermato-
zoides defectuosos de seres humanos (Sutovsky et al,, 2001b),
toros (Sutovsky et al,, 2002), verracos (Lovercamp et al.,, 2007),
sementales (Sutovsky et al, 2003) y ratas (Tengowski et al,, 2007).

* El 15-lipoxigenasa (15LOX). Se enriquece con diversos com-
ponentes de UPP en las gotas citoplasmaticas de esperma-
tozoides de verraco (Fischer et al., 2005) y puede ser utilizado
como un indicador negativo de la calidad del semen (Lover-
capmetal., 2007).

® En espermatozoides humanos, hemos encontrado que la linea
germinal masculina SPTRX3 tiorredoxina esta asociada con
un citoplasma superfluo de espermatozoides defectuosos
(Jiménez et al,, 2004), mientras que este no parece ser el caso
en especies de animales de granja.

* En la otra cara de nuestro enfoque de marcadores negativos,
encontramos que el factor activador-receptor de plaquetas
(PAFr), presente en la superficie normal de los espermato-
zoides, esta expresado en la superficie del espermatozoide
defectuoso de toro, aunque su presencia en la superficie de
leucocitos contaminan las muestras de semen y esto podria
aumentar la presencia de esta molécula en las muestras de
pobre calidad (Sutovsky, et al, 2007).

* Arylsufatase A (ASA), otra proteina presente en la superficie
de los espermatozoides asociada con la fertilidad normal, es
ubiquitinada y entonces disminuye su presencia en la super-
ficie de los espermatozoides defectuosos de toros.



* Varias lectinas estan siendo probadas por su capacidad para
reconocer glicosilacion en la superficie alterada de los esper-
matozoides defectuosos.

LA UBIQUITINA COMO BIOMARCADOR DE
LA CALIDADY FERTILIDAD DEL SEMEN

Nuestro laboratorio estd particularmente interesado en la ubi-
quitina, explorando su funcionamiento en la espermatogénesis,
la maduracién de espermatozoides del epididimo, asi como en
la fertilizacién y el desarrollo del embrién de preimplantacion.
La ubiquitina (UBI) es una pequena proteina chaperona que se
une covalentemente a residuos Lys de proteinas destinadas ala
degradacién proteolitica por proteosoma 26S, una subunidad
proteoliticamulti-holoenzima. Las proteinas son especificas para
ubiquitinizacién por replegamiento, glicosilacién alterada, oxida-
cién, reduccion del disulfuro o para el desarrollo/programacion
celular (revisado por Glickmany Ciechanover, 2002).

Aunque algunas veces se perciben como una via de limpieza, la
UPP sirve para una precisa variedad de eventos de sefializacién

regulados durante el ciclo celular, control de la transcripcion,
volumen de trabajo de los receptores de la membrana, y esta
involucrado en una gran variedad de patologias celulares, que
incluyen la enfermedad de Alzheimer, la cirrosis hepaticay la
infeccion por VIH (revisado por Glyckman y Ciechanover, 2002).
En ultima instancia, el cordén de sustrato de proteinas con
una multi-cadena de ubiquitina de cuatro o mas moléculas
predestina a dichas proteinas a la degradacion proteolitica por
proteosoma 26S.

El proteosoma 26S es un complejo de proteasa multi-subunidad
de ~2 MDa compuesto por el complejo regulador 195 (17 subu-
nidades; papel: el reconocimiento del sustrato ubiquitinado,
desubiquitinacion y preparacion)y 20S central (14 subunidades;
papel: la degradacién del sustrato). Algunas interacciones sus-
trato-proteasomayy las interacciones entre las subunidades19S
estan mediadas por el ATP de la subunidad 19S que requieren
ATP.Otras medidas de reconocimiento de sustrato y preparacion
en el complejo 19S (mantenimiento de las subunidades 19S-
ATPasa), asi como de la proteolisis real en el nicleo del 20S no
es dependiente de ATP. Como resultado de nuestro trabajo y



de otros, hay un consenso sobre la relacion de la proteolisis del
esperma afectado por ubequitina y las proteinas de ovocitos
por el proteosoma 26S para el éxito de la fecundacién de los
mamiferos, pero sin estar limitado a la exocitosis acrosémica (EA)
y la penetracién pelticida de lazona espermatica (ZP). Del mismo
modo, hemos demostrado que la UPP es necesaria para la eli-
minacién de las mitocondrias paternas tras la fecundacion, una
observacion que explica el dogma basico de la biologia compor-
tamental y evolutiva: el de la herencia estrictamente materna del
ADN mitocondrial de humanos y de otros mamiferos (revisado
por Baska y de Sutovsky, 2005).

El fundamento de nuestra investigacion sobre UPP durante la
gametogénesis y la fertilizacion se consolidé por nuestra ob-
servacion de que los espermatozoides de los mamiferos, con
un defecto visible u oculto, adquieren ubiquitina durante la
maduracién de los espermatozoides en el epididimo (Sutovsky
etal, 2001a). Eventualmente, desciframos la UPP que opera en
los fluidos del epididimo de los mamiferos gracias a un meca-
nismo de secrecién apdcrina, por el cual todos los componentes
enziméticos necesarios de UPP se introducen en el fluido del
epididimo y son libres de mezclarse con los espermatozoides
maduros (Baska et al., 2008). Este concepto estd siendo ahora
reconocido como una funcién extracelular, no tradicional, de
UPP, que se extiende més alla del sistema reproductivo.

;Qué hace que los espermatozoides defectuosos sean reconoci-
bles a UPP? En general, es el dafio proteico por el plegamiento/
desplegamiento, la oxidacion, reduccion de disulfuro, desglicosi-
lacién (Glickmanyy Ciechanover, 2002). En cuanto a la glicosilacion
alterada, observamos que los espermatozoides defectuosos de
toro con etiqueta de ubiquitina adquieren la capacidad de obli-
garalalectinade LCA, que tiene gran afinidad por el azticar con
glicoproteinas. Esto sugiere que las glicoproteinas de la superfi-
cie espermatica podrian disminuir en los espermatozoides con
epididimos defectuosos por alfa-manosidasa, una de las abun-
dantes glicosidasas del fluido del epididimo. Alternativamente,
las glicosilasas del liquido del epididimo podrian reconocer la

superficie de los espermatozoides alterados y adjuntar glicanos
inmunoprotectores a la superficie espermética, como se observd
en espermatozoides humanos ubiquitinados.

ESTUDIOS DE UBIQUITINACION
ESPERMATICA EN ANIMALES DE GRANJA

Utilizamos la citometria de flujo como principal herramienta para
la medida de informacién objetiva, automética y estadistica de
los niveles relativos de los marcadores en las pruebas con anima-
les de granjay en las muestras de semen humano. En nuestros
estudios de campo con animales de granja hicimos las siguientes
observaciones:

* La ubiquitina se correlaciona positivamente con lafragmentacion
del ADN de esperma de toro (n=9toros; Sutovsky et al, 2002).

© Cambios estacionales en los niveles de ubiquitina de sementa-
les (n=4; Sutovsky et al,, 2003), reflejando la estacionalidad de la
produccion y de la calidad del semen de sementales.

* La ubiquitina se correlaciona negativamente con los parametros
del semen convencional (recuento de espermatozoides, movili-
dad, morfologia normal...), pero positivamente con los niveles
relativos a la superficie de las plaquetas del esperma asociado
con el factor activador-receptor (PAFr) de proteinas en novillos
sometidos a evaluacion inicial (n=244; Sutovsky, et al,, 2007).

* El contenido en el semen de15-LOX medido por citometria de
flujo se correlaciona negativamente con el tamafo de lacama-
da, mientras que la ubiquitina mostro correlaciones negativas
tanto con el tamano de la camada como con las tasas de parto
(n= 19 verracos; Lovercamp et al., 2007). Tanto 15-LOX como la
ubiquitina se correlacionan positivamente con el porcentaje de
CD transportador de los espermatozoides en el semen porcino
(Lovercamp et al, 2007).

IMPORTANCIA DE LA GOTA CITOPLASMA-
TICA EN ESPERMA DE VERRACO

La ubiquitina y otros componentes de UPP se acumulan en
la gota citoplasmatica del esperma de verraco(CD) y puede
ser utilizado para la medicion automatica del contenido de
esperma en el semen de un animal (Fischer et al., 2005). La
transmisién de esperma CD es una de las anomalias més ex-
tendidas y peor entendidas en la eyaculacion de los verracos.
El CD es una membrana cerrada en la vesicula del citoplasma
celular que permanece unida a la pieza intermedia de la cola de
esperma después de la finalizacion de la espermatogénesis en
el testiculo. Los estudios especializados utilizando microscopia
han determinado la forma y el tamafio del CD de mamiferos,
en general esférica y de 2-3um de didmetro.

Durante la evaluacion microscépica, los CD se pueden obser-
var conectados o separados de los espermatozoides. Cuando
estan junto al espermatozoide, los CD estan asociados con la
pieza intermedia de la cola en uno de dos lugares posibles: en
el extremo proximal de la pieza intermedia; es decir, cercade la
cabeza del espermatozoide (CD proximal) o situado en el ex-
tremo distal de la pieza intermedia (CD distal); es decir, en la



unién de la pieza intermedia y la de principio de la cola de los
espermatozoides. El CD distal también puede estar asociado con
la cola de los espermatozoides, anomalia conocida como reflejo
dela pieza intermedia distal. Por ultimo, el CD también se puede
observar desprendido de la cola de los espermatozoides y de
libre flotacion en el eyaculado (CD suelto). Este tipo se puede
observar de forma individual o en agrupaciones presentes en
el semen de verraco.

Durante la evaluacion microscépica, los CD se pueden obser-
var conectados o separados de los espermatozoides. Cuando
estan junto al espermatozoide, los CD estan asociados con la
pieza intermedia de la cola en uno de dos lugares posibles: en
el extremo proximal de la pieza intermedia; es decir, cerca de
la cabeza del espermatozoide (CD proximal) o situado en el
extremo distal de la pieza intermedia (CD distal); es decir, en la
unién de la pieza intermedia y la de principio de la cola de los
espermatozoides. El CD distal también puede estar asociado
con la cola de los espermatozoides, anomalia conocida como
reflejo de la pieza intermedia distal. Por ultimo, el CD también

se puede observar desprendido de la cola de los espermato-
zoides y de libre flotacién en el eyaculado (CD suelto). Este
tipo se puede observar de forma individual o en agrupaciones
presentes en el semen de verraco.

La formacion de CD se produce durante la espermatogénesis,
cuando en el proceso de formacion los haploides del esperma-
tozoide maduran primero como una célula espermatica alargada
y, finalmente, en un espermatozoide completamente diferen-
ciado. Laformacién de CD se inicia cuando el citoplasma celular
residual es sacado de la espermatida alargada y es retenido y
destruido por las células de Sertoli, las células del desarrollo del
epitelio seminifero. Cuando el tallo espermatico, que conecta el
citoplasma celular residual al CD es cortado, una pequeia can-
tidad de citoplasma permanece unida a la pieza intermedia de
la cola del esperma. Esta pequefia cantidad de citoplasma es el
CD.Todas las células de esperma de nueva formacién en los tes-
ticulos poseen un CD proximal, después de la espermatogénesis.
Después de la espermatogénesis, los espermatozoides pasan
de los testiculos al epididimo, que es una glandula tubular si-
tuada en la parte exterior de los testiculos. El epididimo consta
de tres dreas contiguas: la cabeza (caput), el cuerpo (corpus)
y la cola (cola). Los espermatozoides viajan a través del epidi-
dimo por un periodo que ronda entre los 7 y los 14 dias, de-
pendiendo de la especie. Es durante ese transito epididimal
cuando los espermatozoides maduran y se vuelven fértiles.
Cuando se liberan en el testiculo, todos los espermatozoides
poseen ya una unidad de CD proximal.

Como el espermatozoide pasa de la cabeza del epididimo hasta
el corpus, el CD se desplaza por la pieza intermedia de la zona
proximal a la posicion distal. Todavia no se comprende por qué
mecanismos de movimiento del CD se producen en el epididi-
mo. A raiz de la migracion a la posicién distal, el CD puede ser li-
berado en laregion de la cola del epididimo en algunas especies.
Sin embargo, en el jabali la mayoria de los espermatozoides del
epididimo todavia poseen un CD en la posicion distal, y algunos
espermatozoides poseen un CD en la posicién proximal. Durante
la eyaculacion, o inmediatamente a partir de entonces, el CD
puede ser liberado de los espermatozoides y encontrarse flotan-
do libremente en el plasma seminal de la eyaculacion.
Numerosas investigaciones han analizado la migracién del CD
en los cerdos y otras especies de animales de granja durante el
transito del epididimo. En el verraco, el porcentaje de esperma-
tozoides con un CD proximal en los rangos del epididimo ronda
entre el 40--90%. Esta cifra se reduce alrededor de un 5-15%
en el epididimo de caballo. Por el contrario, el porcentaje de
espermatozoides con rangos de CD distal esta entre un 0-20%
en la cabeza del epididimo, llegando a 11-97% en la cola. No se
sabe si el CD que se forma en los espermatozoides sirve para un
determinado propdsito durante la maduracién de los esperma-
tozoides o la fertilizacion, o si el CD es simplemente un desecho
remanente tras completarse la espermatogénesis.

De una revision de la literatura es dificil concluir lo que podria
considerarse un porcentaje “normal“de los espermatozoides
en el CD del verraco. El rango “normal” para los espermato-



zoides que poseen CD parece ser entre un 10 a un 15% en la
eyaculacion de un verraco (Waberskietal., 1994; Lovercamp et
al.,, 2007b), aunque se ha informado de porcentajes aiin mas
altos. Tales discrepancias podrian ser causadas por la variedad
de calidad del semen en la muestra de verraco, o bien por di-

ferencias en la evaluacion microscopica del semen. Entre los
posibles factores que causan la retencion de la unidad de CD
por los espermatozoides eyaculados son la temperatura del
semen suboptima, la temperatura ambiental del macho, fun-
damentalmente por el calor, exposicién quimica téxica para
la reproduccion, falta de madurez sexual, mala alimentacién,
enfermedades, tales como PRRSV, los cambios de foto periodo
y la frecuencia irregula de recoleccién.

En varios estudios recientes, se ha sugerido la relacién entre la
frecuencia de espermatozoides con CD y la fertilidad del ve-
rraco. Waberski et al. (1994) descubrieron que el esperma con
CDs extendido en verracos tiene relaciones perjudiciales con
las tasas de fecundidad y el tamaiio de la camada. Los autores
observaron que el CD representa la anomalia morfoldgica mas
frecuente en los espermatozoides de los verracos modificados
genéticamente.

En un estudio in vitro realizado por Petrunkina et al. (2001)
se analizé el esperma vinculante para explantes del epitelio
del oviducto de cerdo. Se cree que el espermatozoide se une
al epitelio del oviducto para que tenga éxito la fertilizacion.
Hubo una correlacién negativa significativa del porcentaje de
esperma con CD adjuntoy esperma vinculante. Ademds, hubo
una negativa correlacion entre la motilidad de la muestra de
semeny los porcentajes de espermatozoides con CD adjunto.
Lovercamp et al. (2007a, 2007b) examinaron las relaciones

entre los espermatozoides, los pardmetros de morfologia en
eyaculados de verraco y los datos resultantes de la fertilidad
(porcentaje de partos y el total de nimero de nacidos).

En este estudio se analizaron 71 eyaculaciones de 13 verracos
que se utilizaron después para 1.754 servicios industriales. Los
resultados mostraron estadisticamente correlaciones lineales
negativas significativas para el CD distal y CD DMR con por-
centaje de partos. Ademads, hubo una significativa correlacion
negativa lineal entre la tasa de partos y acumulados CD adjun-
to (CD proximal + CD distal + CD DMR). El analisis de regresion
mostrd que los espermatozoides con CD adjunto representa-
ron el 30% de la variabilidad observado en el porcentaje de
partos. Curiosamente, de ese 30%, el CD distal fue responsable
del 20%, mientras que el proximal y el CD DMR fueron res-
ponsables del 6% y el 4%, respectivamente (KW Lovercamp,
resultados no publicados). Estos resultados sugieren que el CD
distal puede tener el efecto mas importante sobre la tasa de
partos en comparacion con el CD proximal y CD DMR. Verracos
que obtuvieron una tasa de parto por debajo del promedio
tenian un mayor nimero de CDs distal y CD total, en compa-
racién con los verracos que estaban por encima del porcentaje
del promedio de partos. Para generalizar, la existencia de una
relacién entre la tasa de partos y el CD sugiere que en los ve-
rracos con mayor porcentaje de CD total adjunto se producen
las tasas mas bajas de partos y viceversa.

CONCLUSIONES

En conjunto, nuestros estudios mostraron la utilidad de los
marcadores negativos de fertilidad en la evaluacion de la fer-



tilidad de grandes animales machos. El objetivo fue determinar
qué indicadores coincidian mas estrechamente con las tasas de
fecundacién y el tamafo de la camada de cerdos.

En los ultimos tiempos se esta trabajando activamente en
la comercializacién y la difusion de métodos sencillos para
la industria de genética y reproduccidn, asi como para los
productores de animales de granja. También estamos desa-
rrollando los ensayos para medir la actividad del esperma
proteasémico, posiblemente reflejo del esperma fecundan-
te potencial. Igualmente se trabaja activamente en distin-
tos métodos basados en nanoparticulas magnéticas para
el agotamiento de los espermatozoides defectuosos de las
muestras de esperma durante el procesamiento de semen
para la criopreservacion.

Por tltimo, la intencion de estas investigaciones de marcado-
res moleculares de la calidad espermaética es el desarrollo de
nuevos instrumentos de citometria para su uso en animales de
granja y andrologia humana. Este esfuerzo incluye las aplica-
ciones androldgicas del instrumento ImageStream combinado
con un citémetro de flujo para la adquisicion rapida y eficaz de
imagenes con una camara de gama alta, y el sencillo andlisis de
esperma con el citometro de flujo Guava EasyCyte, distribuido
por la compania IMV Inc.
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