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INTRODUCCION

Los espermatozoides porcinos son muy sensibles al proceso de congelacion-
descongelacion. Diferentes fases del proceso de criopreservacion son potencialmente
perjudiciales para el espermatozoide, como los lavados, las diluciones, los cambios de
temperatura y los cambios osmoticos. En este proceso, el espermatozoide porcino sufre una
serie de dafios a nivel de la membrana plasmatica, el DNA y otros organulos celulares como
resultado del estrés osmético, el shock térmico y la formacion de hielo intracelular (Guthrie y
Welch, 2005).

La evaluacion de la integridad del DNA espermatico es de gran interés ya que la
intensidad de fragmentacién del DNA se ha correlacionado con problemas de desarrollo
embrionario. Espermatozoides con DNA dafiado son aparentemente normales y son
capaces de fecundar un ovocito, pero fracasan en el desarrollo embrionario (Silva y Gadella,
2006). Es por esto que se debe estudiar a fondo la integridad del DNA del espermatozoide.

El DNA de las células espermaticas maduras se encuentra fijado por la presencia de
protaminas entre su estructura helicoidal. Las protaminas son proteinas basicas y pequefias,
ricas en arginina, que se unen al DNA y lo estabilizan mediante puentes disulfuro. La
estabilizacion del nucleo espermatico tiene lugar durante la espermiogénesis en dos fases.
En una primera fase, las histonas son sustituidas por proteinas nucleares de transiciéon. Y en
la segunda fase, las protaminas sustituyen a las proteinas de transicion, revistiendo el DNA
y reempaquetandolo de manera muy condensada. Las protaminas son las proteinas clave
involucradas en el empaquetamiento final del DNA del espermatozoide, y un proceso
adecuado estabiliza el DNA y lo hace menos vulnerable al dafio oxidativo.

El objetivo del trabajo fue estudiar el efecto de la refrigeracion y la congelacién en la
estructura nucleoproteica del espermatozoide porcino.

MATERIAL Y METODOS

Para la realizacién de este estudio se utilizaron dosis seminales porcinas refrigeradas
a 16°C. Estas dosis se sometieron a un proceso de congelacién y descongelacion. El medio
de congelacién utilizado fue el descrito por Kikuchi et al. (1998) que consiste en dos
fracciones NSF-I (80% B-lactosa de 310 mM, 20% yema de huevo, 80 mg/L kanamicina) y
NSF-1l (92,5% NSF-I, 1,5% Equex Stem, 6% glicerol). La primera fase del protocolo de
congelacion consistiéo en diluir los espermatozoides con NSF-l y bajar la temperatura de
16°C a 5°C en unas 2 h. Una vez a 5°C el semen se rediluyé con el medio NSF-II para
obtener una concentracion 1 x 10° espermatozoides/mL y se envaso en pajuelas de 0,5 mL.
La congelacién de las pajuelas se hizo con un sistema automatico en biocongelador
programable (Computer Controlled Rate Freezer ICeCube 14S). La tasa de bajada de
temperatura de 5°C a -5°C fue de 6°C/min, de -5°C a -80°C de 40°C/min, a -80°C se
mantuvo durante medio minuto, y de -80°C a -150°C fue de 60°C/min. Una vez las pajuelas
estuvieron a -150°C, se introdujeron en un tanque de nitrégeno liquido hasta el momento de
procesarlas. La descongelacion de las pajuelas se hizo introduciéndolas rapidamente en un
bafio a 37°C durante unos 20 segundos.
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Para realizar el Western Blott se cogieron alicuotas de las muestras seminales en los
tres puntos de estudio (fresco, refrigerado a 5°C y congelado-descongelado) y se
centrifugaron a 600 g durante 10 min. El sobrenadante se descart6 y los sedimentos se
lavaron dos veces con tampdn fosfato salino (PBS). Los sedimentos obtenidos se
congelaron rapidamente con nitrégeno liquido y se guardaron a -80°C hasta el momento de
procesarlos.

Los sedimentos se descongelaron y se resuspendieron en el tampon de
homogeneizacion compuesto por 10 mM de Tris-HCI, 15 mM de etilendiaminotetraacético
(EDTA), 150 mM de KF, 0,6 M de sacarosa, 14 mM de B-mercaptoethanol, 10 pg/mL de
leupeptina, 1 mM de benzamidina y 1 mM de fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF), y se
homogeneizaron por sonicacion. A continuacion, los homogenados se centrifugaron durante
15 min a 10.000 g. Se recogieron los sobrenadantes y se midié la concentracién de proteina
por el método de Bradford (Bradford, 1976). Las muestras se dividieron en dos, y una parte
se digirié con 40 pug/mL de DNasa | durante 2 h a temperatura ambiente. Seguidamente, se
diluyeron las muestras, tanto las digeridas con DNasa | como las no digeridas, a 1:5 con el
tampoén de carga 5% que consiste en una solucion de 250 mM de Tris (pH 6,8), 50 mM de
ditiotreitol (DTT), 10% de dodecil sulfato sédico (SDS), 0,5% de Azul de Bromofenol y 50%
de glicerol. Finalmente, las muestras se hirvieron durante 3 min y se conservaron a -20°C
hasta el momento de cargarlas en el gel de electroforesis.

Se realizd una SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate- PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis) con un gel de carga al 4% y un gel separador al 10% de acrilamida. Se
cargaron un total de 20 ug de proteina en un gel de 0,75 mm. El tampén de electroforesis
usado consistia en 192 mM de glicina, 25 mM de tris y 0,1% de SDS (pH 8,5), y se corri6 a
170 V. A continuacién se hizo una transferencia en membrana de nitrocelulosa a 100 V
durante 45 min con un tampén de transferencia que consistia en 192 mM de glicina, 25 mM
de tris y 20% de metanol. Seguidamente las membranas se bloquearon con el tampén de
bloqueo que consistia en tampdn tris salino con 0,05% de Tween-20 (TBST) y 3% de
albumina sérica bovina (BSA) durante 30 min a temperatura ambiente. Después se
incubaron con el anticuerpo primario Protamina-1 diluido 1:1000 con tampo6n de bloqueo, y
se dejaron a temperatura ambiente durante 1 hora. Se realizd un control negativo incubando
la membrana con el anticuerpo primario preincubado con el péptido de bloqueo durante 2 h
a concentracion 1:15. Pasado este tiempo se hicieron tres lavados de 5 min con TBST y se
incubaron con el anticuerpo secundario especifico antisuero de cabra conjugado con
peroxidasa diluido 1:2000 en tampon de bloqueo. La presencia de proteina se observo
mediante el uso del sistema de deteccion ECL-Plus y la exposicion con peliculas
fotograficas.

RESULTADOS Y DISCUSION

El patron de bandas de Protamina-1 obtenido mediante Western Blott de eyaculados
frescos porcinos se vié alterado por la refrigeraciéon y la congelaciéon. En espermatozoides
frescos se observaron 4 bandas especificas de aproximadamente 200 kDa, 50 kDa, 35 kDa
y 25 kDa. La refrigeracion de las muestras de 16°C a 5°C provocd un cambio en este patron
de bandas, dando lugar a 3 bandas de aproximadamente 200 KDa, 90 KDa y 65 KDa. La
posterior congelacion y descongelaciéon de estos espermatozoides no origind nuevos
cambios, manteniéndose este patrén de 3 bandas.

La digestién de los espermatozoides con DNasa | provoco un cambio sustancial en el
patrébn de bandas tanto de los eyaculados frescos como de los refrigerados y los
congelados-descongelados. Este cambio observado se debe al hecho de que en nuestro
protocolo no existe ninguna fase de purificacion de las proteinas nucleares, y la
homogeneizacién de las muestras no fue muy agresiva. Por lo tanto, las bandas que
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obtuvimos no corresponden a la protamina aislada, sino que son agregados de DNA y
protamina, ya que la digestién con DNasa | caus6 un cambio en el patrén de bandas.

Estos resultados sugieren que la congelacién-descongelacion de los
espermatozoides porcinos induce una alteracién en la interaccion DNA/Protamina-1, y esta
alteracion se inicia en la fase de refrigeracién de 16°C a 5°C.
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Figura 1. Patron de bandas de Protamina-1 obtenido mediante Western Blott. F= Fresco; R=
Refrigerado; C= Congelado.
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