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INTRODUCCION
En estudios anteriores, nuestro grupo demostré que el incremento de adenosin 3°,5'-
monofosfato ciclico (cAMP) produce un aumento significativo de la proporcién de
espermatozoides ovinos capacitados in vitro (Colas et al., 2008), aunque otra via de
senalizacion celular deberia de estar implicada en la regulacién de la capacitacién en esta
especie. El objetivo de esta comunicacion es estudiar la implicacion del factor de crecimiento
epidérmico (EGF) en la capacitacion, para lo que en primer lugar nos centramos en
confirmar la presencia y localizacion de su receptor (EGFR) en la célula espermatica.
También se han estudiado variaciones en el porcentaje de espermatozoides capacitados, la
fosforilacion de proteinas en residuos de tirosinas y los posibles cambios en el patron de
motilidad en muestras incubadas en presencia de EGF.

MATERIAL Y METODOS
El semen utilizado se obtuvo mediante vagina artificial a partir de moruecos pertenecientes a la
Asociacion Nacional de Criadores de Ganado selecto de la raza Rasa Aragonesa (ANGRA),
estabulados en la Facultad de Veterinaria de Zaragoza en condiciones nutricionales uniformes.
Con el objetivo de eliminar las diferencias individuales, se utilizd6 una mezcla de los segundos
eyaculados de cuatro moruecos. Los experimentos se realizaron manteniendo los animales con
un periodo de abstinencia de dos dias, de acuerdo con estudios previos (Ollero et al., 1996).
La metodologia utilizada para la obtencién de espermatozoides libres de plasma seminal por
un método de swim-up/dextrano, la evaluacion de viabilidad (doble tincion con CFDA/PI),
estado de capacitacion (tincion con CTC) y fosforilacion de proteinas en residuos de
tirosinas, fue la descrita previamente (Pérez-Pé¢ et al., 2002). Los parametros de motilidad
espermatica se valoraron en el transcurso de la incubacién utilizando un Sistema
Computerizado de Anadlisis Seminal (Proiser SL, Bufol, Espana). En un portaobjetos
previamente atemperado se colocé una gota de 6 pl de la dilucién seminal, que se cubrié
con un cubreobjetos también atemperado. La visualizacién se realizé con un microscopio de
contraste de fase con platina térmica atemperada a 37°C, conectado a una camara de video,
a su vez conectada a un ordenador con el software de analisis seminal. Para la evaluacién
de la hiperactivacién se utilizaron dos parametros: ALH, que mide el desplazamiento lateral
de la cabeza, y LIN, que expresa linearidad (relacion entre velocidad rectilinea y curvilinea).
Los espermatozides capacitados presentan LIN < 45% y ALH = 3,5 um (Colas et al. 2010).
Para inducir la capacitacion espermatica in vitro, alicuotas de 1,6 x 108 céls/ml
seleccionadas mediante swim-up se introdujeron en una estufa de incubacién en
condiciones capacitantes (39°C, 5% de CO, y 100% de humedad relativa) durante 3 horas.
Las incubaciones se llevaron a cabo en medio TALP completo con 5 mg/ml de albimina
sérica bovina como muestra control. Para estudiar la implicacion de EGF en la capacitacion,
se afnadieron concentraciones crecientes de EGF (Sigma Chemical Company., Madrid) a las
alicuotas control, concretamente se ensayaron las concentraciones de 25, 50 y 100 nM de
EGF. La fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina se analizé mediante western-blot,
haciendo 3 ensayos de cada tipo y realizando estudios cuantitativos mediante densitometria.
La presencia del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) se estudié mediante
inmunofluorescencia indirecta (IFl) en muestras control y capacitadas en presencia de EGF.
Se utiliz6 un anticuerpo primario anti-EGFR (1:40, Abcam, Cambridge, Reino Unido) y un
secundario unido a fluoresceina (EGF Alexa Fluor-488, 1:500 Molecular Probes Inc.,
Eugene, OR, EEUU). La preparacién se visualizé en un microscopio de fluorescencia (Nikon
Eclipse E400), con el objetivo 100x y un filtro B-2A. Los resultados del andlisis estadistico se
presentan como la media *+ desviacion estandar del nimero de muestras indicado en cada
caso. Para determinar la existencia o no de diferencias significativas entre muestras se
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realizé el test ANOVA. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el paquete
estadistico SPSS (SPSS software, version 15.0).

RESULTADOS Y DISCUSION
Se encontrd receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en el acrosoma del 78,2 +
3,5% de los espermazotoides de semen ovino fresco (Figura 1A, B). La especificidad de la
sefal se confirm6 omitiendo la incubaciéon con el anticuerpo primario anti-EGFR o con el
secundario, encontrando ausencia total de sefal fluorescente. La induccion de la capacitacién
en presencia de EGF no supuso un cambio significativo en la proporciéon de espermatozoides
con sefal (61,0 £ 7,6), ni en la distribucién de EGFR. Estos resultados se confirmaron
mediante western blot de lisados celulares, que mostraron la presencia de una banda de
aproximadamente 170 kDa, que coincide con el peso molecular del receptor (Figura 1C).
Una vez confirmada la presencia de EGFR en espermatozoides ovinos, se estudi6 el efecto
de la adicion de EGF y comprobamos que estimul6 significativamente la capacitacion y la
reaccion acrosémica después de 3 horas de incubacion (Figura 2). El porcentaje de
espermatozoides capacitados aumenté de 36,2 + 1,8% en muestras control a 46,6 + 2,0%,
49,3 £ 5,6% y 49,9 + 2,0% con 25, 50 y 100 nM de EGF, respectivamente Los resultados
obtenidos confirmaron que la adicion al medio control TALP de EGF 100 nM, supuso no s6lo
un incremento en el porcentaje de espermatozoides capacitados, sino también un
incremento significativo (P < 0,01) del 14,5 = 0,6% en fosfotirosinas, concordando con los
resultados obtenidos del estudio del patrén CTC (Figura 3).
Los valores medios de %LIN disminuyeron tanto en las muestras control como en las
capacitadas en presencia de EGF en el transcurso de las 3 horas de incubacion (45,4 +
6,9% vs 43,1 = 6,9% en las muestras control y 43,8 + 4,1% vs. 42,1 + 5,7% en muestras
capacitadas con EGF; n=11). Curiosamente, también se observé un descenso en la amplitud
del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, en um) a lo largo de las 3 horas (3,4 + 0,4%
vs 3,2 £ 0,4% en las muestras control y 3,6 £ 0,2% vs. 3,1 £ 0,3% en muestras capacitadas
con EGF, n=11). No se observaron diferencias significativas en los dos parametros
considerados entre ambos grupos, aunque son resultados preliminares y es necesario
contrastar datos de mayor nimero de ensayos.
Estos resultados pueden contribuir al conocimiento de los mecanismos moleculares involucrados
en la adquisicion de la competencia espermatica, y en Ultima instancia, en la fertilidad.
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fluorescencia, (B) Imagen de campo claro (1000x). (C) Membranas de western blot
indicando la presencia de EGFR en lisados de células espermaticas (1) y controles positivos
de un lisado de células estimuladas con EGF (Upstate, Millipore).
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Figura 2. Efecto del EGF en el estado de capacitacion de espermatozoides, evaluado por la
tincion con clorotetraciclina (patréon CTC). No capacitados B; Capacitados O0; Acrosoma
reaccionado O. (Porcentaje + desviacion estandar; control, n=19; 25 nM EGF, n=3; 50 nM
EGF, n=3; 100 nM EGF, n=3).
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Figura 3. (A) Efecto del EGF en la fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina
evaluado mediante western blot y (B) cuantificacion densitométrica.  ** Diferencia
significativa (P < 0.01) relativa al control de capacitacion, a las 3 h de incubacion. Valores
medios * desviacion estandar (control, n=19; 25 nM EGF, n=3; 50 nM EGF, n=3; 100 nM
EGF, n=3).

THE EPIDERMAL GROWTH FACTOR IS INVOLVED IN RAM SPERM IN VITRO
CAPACITATION THROUGH MAP KINASES PATHWAY

ABSTRACT: Unlike most other species, ram spermatozoa are difficult to capacitate in vitro.
We have previously shown that an artificial increase of cyclic adenosine 3°,5-
monophosphate (cCAMP) in the TALP medium stimulated ram sperm capacitation. Here we
report, for the first time, the presence of the epidermal growth factor receptor (EGFR) in ram
spermatozoa and that EGF significantly stimulates ram sperm capacitation and protein
tyrosine phosphorylation. Also, EGF seems to play an important role in hyperactivated
motility of spermatozoa during capacitation. Our findings might benefit our understanding of
the biochemical mechanisms involved in the process of capacitation in sheep and, ultimately,
fertility.
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