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INTRODUCCION

Durante la capacitacion espermatica se producen numerosas modificaciones en el
espermatozoide que le permiten finalmente ser “capaz” de fecundar. Entre estas
modificaciones se encuentran cambios en las concentraciones idnicas intracelulares, en la
fluidez y permeabilidad de membrana, en la movilizacién de calcio o en la fosforilacién en
tirosina de las proteinas (Saliccioni et al., 2007). La fosforilacion en tirosina de las proteinas
ha sido localizada en diversas regiones de las células espermaticas. La fosforilacion a nivel
del flagelo parece estar relacionada con la adquisicion de la hipermotilidad (Petrunkina et al.,
2003), mientras que la fosforilacion en el area acrosomal pudiera estar correlacionada con la
interaccion con la zona pelicida y la penetracion del ovocito (Dubé et al., 2005). En el area
ecuatorial, la fosforilacién de tirosinas aparece en una zona triangular dentro del segmento
ecuatorial, estando esta zona relacionada con la fusion de gametos (Jones et al., 2008). El
objetivo de este trabajo ha sido definir y cuantificar la localizacién de la fosforilacion de
tirosina en espermatozoides porcinos, tanto epididimarios como eyaculados, antes y
después de ser sometidos a un proceso de capacitacién in vitro.

MATERIAL Y METODOS

Los espermatozoides epididimarios (EP) se obtuvieron de la cola del epididimo de animales
sacrificados en el matadero, mientras que los espermatozoides eyaculados (EY) se
obtuvieron de verracos de fertilidad probada. Las muestras seminales se procesaron
mediante un gradiente discontinuo de Percoll® (Matas et al., 2010). El sedimento resultante
fue resuspendido en medio TALP y se incubé durante 3 h a 37°C en atmosfera con 5% de
CO:.. Se evalud la fosforilacién de tirosina antes de la capacitacién (grupos control (C): EP-C
y EY-C, inmediatamente tras diluir en medio TALP (grupos 0 h: EP-0 y EY-0) y tras estar en
incubacion durante 3 horas (grupos 3 h: EP-3 y EY-3). La localizacion de la fosforilacion en
tirosina de las proteinas de las muestras espermaticas se realizd mediante
inmunofluorescencia indirecta, segln el protocolo descrito por Tardif et al. (2001). Las
muestras se centrifugaron a 270xg durante 10 min y el sedimento se resuspendié en una
solucion de formaldehido al 2% (v/v) durante 1 h a 4 °C. Se centrifugé nuevamente y las
muestras se resuspendieron en BSA-PBS al 5% (p/v) y se mantuvieron toda la noche a 4 °C
en una camara humeda para bloquear uniones inespecificas. Transcurrido este tiempo las
muestras se centrifugaron y se resuspendieron en PBS. Se realizaron extensiones sobre un
portaobjetos y se incubaron, durante 1 h a 4 °C, con el anticuerpo primario antifosfotirosina
(4G10, Millipore, Temecula, CA, EEUU) a una dilucién 1:300 en PBS-BSA al 1% (p/v). A
continuacion se realizaron dos lavados con PBS libre de calcio y magnesio, para luego
incubar con el anticuerpo secundario anti-raton producido en cabra conjugado con FITC
(Biorad Laboratories, Madrid, Espafa) diluido 1:400 en PBS-BSA al 1% (p/v) durante 1 h a
4°C. Finalmente se lavaron las muestras dos veces con PBS y se adicioné el medio de
montaje fluorescente (Dako®, CA, EEUU). Se realizaron controles negativos de cada una de
las muestras a procesar.

Las muestras se evaluaron mediante microscopia de fluorescencia (Leica® DMR EEUU); a
100X aumentos con filtro I3 (excitacion azul BP 450-490; emision LP 515). El nimero de
replicados fue de 6. Los espermatozoides (200 células por muestra) se clasificaron de
acuerdo al patron de fluorescencia. Los datos se expresaron como media + error estandar
de la media (SEM) y se analizaron por ANOVA, considerando el tratamiento espermatico la
variable principal. Cuando ANOVA sefnalé efecto significativo, los valores fueron
reanalizados por el método de comparacién multiple de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo a la tincion de diferentes partes del espermatozoide porcino existen hasta 8
patrones diferentes de fluorescencia correspondientes con la fosforilacion de la tirosina
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(Figura 1). Para simplificar el andlisis y comparar nuestros resultados con los descritos por
otros autores, los agrupamos en 3 grupos: grupo |: espermatozoides sin fluorescencia y/o
poca fluorescencia (tipos A, D y H), grupo Il: espermatozoides con fluorescencia en la region
sub-ecuatorial y cola (tipos B y C) y el grupo lll: aquellos que eran presentaban
fluorescencia en el acrosoma, regién sub-ecuatorial y la cola (tipos E, F y G (Figura 1). Los
resultados muestran que el mayor porcentaje de espermatozoide sin fosforilar se encontraba
en las muestras antes de ser capacitadas (grupos EY-C y EP-C, Tabla 1) y que la
fosforilacion aumenta al ser sometidos a los lavados en Percoll®. Al analizar los patrones de
fosforilacion en espermatozoides capacitados (grupos Il y Ill) observamos que el tiempo de
incubacion no afecté a los espermatozoides de origen epididimario predominando los del
grupo I, es decir espermatozoides que presentaron fosforilacién principalmente en la regién
subecuatorial. Sin embargo, la distribucion de la fosforilacion en los espermatozoides
eyaculados fue muy diferente a la que aparecié en la de epididimo. En primer lugar, el
tiempo de incubacion si que influyd en la fosforilacién de estos espermatozoides ya que el
patrén Il se incrementé desde el tiempo 0 al tiempo 3 horas de incubacién. En relacion al
patrén Il el efecto del tiempo afecto de forma inversa ya que al incrementar el tiempo
disminuia este tipo de patrén, por lo que deducimos que se produce un cambio de
fosforilacion importante en espermatozoides eyaculados del tipo Il al Il durante el tiempo de
incubacion estudiado. Estos resultados concuerdan con los obtenidos previamente en
nuestro laboratorio cuando estudiamos la fosforilacion de la tirosina mediante Western-blot
en el que observamos que los espermatozoides EP no sufrian cambios significativos en la
fosforilacion de las proteinas a lo largo del tiempo de incubacién (Avilés-Lépez et al., 2009).
Estos resultados sugieren que los patrones de fosforilacion de tirosina se encuentran
modulados por factores presentes en el plasma seminal. Ciertos componentes del plasma
seminal protegerian a los espermatozoides eyaculados de la fosforilacion. Sin embargo,
cuando parte del plasma seminal es eliminado mediante la seleccion en el gradiente de
Percoll®, el proceso de capacitacion se ve favorecido. Estos resultados nos ayudan a
explicar en cierta medida, los obtenidos en trabajos previos de fecundacion in vitro, donde
se observé que al utilizar espermatozoides eyaculados capacitados in vitro eran capaces de
fecundar a los ovocitos mucho mas rapido que los epididimarios bajo las mismas
condiciones (Matas et al., 2010).
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Tabla 1. Patrén de fosforilacién en tirosina en espermatozoides porcinos capacitados in vitro
(se realizaron 6 replicados)

Origen/Tratamiento Tipo | (%) Tipo Il (%) Tipo Il (%)
EP-C 32,00+7,35° 0¢ 68,00+7,35 >°
EP-0 12,88+2,12° 81,50+7,05 ° 5,00+5,00 #
EP- 3 17,63%8,18 °° 81,63+8,04 © 0,75+0,48 °
EY-C 84,13+5,53 ° 0¢ 15,8845,53 7
EY-0 11,2546,58 ° 8,25+4,96 =° 80,50+6,57 ©
EY-3 4,13+1,68 ° 42,13+16,66 ° | 53,75+18,32°

Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas (P<0,05).
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Figura 1. Patrones de fosforilacion de
espermatozoides porcinos de
epididimo y eyaculado no
permeabilizados y evaluados
mediante inmunofluorescencia
indirecta (IFl). (A) Sin ninguna
fluorescencia, (B) Fosforilacion en
region sub-ecuatorial, (C)
Fosforilacion en region sub-ecuatorial
y flagelo, (D) Fosforilacion en
acrosoma y flagelo, (E) Fosforilacion
tenue en el acrosoma, triangulo y
flagelo, (F) Fosforilacion intensa en
acrosoma, region sub-ecuatorial y
flagelo;, (G) Fosforilacion en el
acrosoma y region sub-ecuatorial, (H)

Fosforilacion ligera en
espermatozoide.

PATTERNS OF TYROSINE PHOSPHORYLATION IN BOAR EPIDIDYMAL AND
EJACULATED SPERMATOZOA CAPACITATED IN VITRO

The aim of this study was to determine the P-tyrosine phosphorylation pattern in epididymal
(EP) and ejaculated (EJ) spermatozoa before and after capacitation. Sperm samples were
processed by Percoll gradient selection and incubation in TALP media up to 3 hours. After
immunofluorescence staining we evaluated that presence of tyrosine phosphorilation was
characterized in boar spermatozoa by a fluorescent signal presents in the equatorial
subsegment, triangular in appearance. Before capacitation, the EJ spermatozoa presented a
higher percentage of no phosphorylation than EP cells (EJ 84.13t5.53% vs. EP
32.00+7.35%, P<0.01). After capacitation, the proportion of phosphorylated sperm increased
in EP groups and this high level of phosphorylation was maintained from 0 to 3 hours of
incubation. For EJ group at 3 h of co incubation has an increased of phosphorylated proteins
in the group Il and a decrease in the group Il (42,13%£16,66). The differences between EP
and EJ before capacitation suggest that some components of the seminal plasma are implied
in the sperm membrane stabilisation. However, the capacitation process is equally effective
for both EP and EJ spermatozoa to induce phosphorylation signals. These results confirmed
the previously results obtained by Western-blot analysis of the same samples.

Keywords: Sperm capacitation, tyrosine phosphorylation, immunofluorescence.
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