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RESUMEN

El heterodimero PSP-I/PSP-II es el mayor componente proteico del plasma seminal del verraco. En este
trabajo se investigé el patrén de unién del heterodimero PSP-I/PSP-II sobre los espermatozoides de verraco
desde su almacenamiento en el epididimo hasta el lugar de la fecundacion. Para ello se recogieron espermato-
zoides procedentes de la cola del epididimo, del eyaculado de verracos maduros sexualmente y del oviducto
de cerdas multiparas las cuales habian sido cubiertas por un verraco y sacrificadas aproximadamente 6-8 horas
tras la ovulacion. La inmunolocalizacién se realizé con anticuerpos policlonales monoespecifico anti-PSP-11
obtenidos mediante inmunizacion de conejas por inyecciones subcutaneas. Se uso como anticuerpo secundario
un anticuerpo de cabra anti-conejo marcado con particulas de oro de 10 nm. Tras la incubacién con el anticu-
erpo secundario las muestras fueron sometidas a amplificacion con plata. Para el examen de la distribucion del
heterodimero PSP-I/PSP-II se usé tanto microscopia dptica como microscopia electrénica de transmision. Los
espermatozoides procedentes del epididimo fueron inmunonegativos de manera constante. En cambio, cuando
se examinaron los espermatozoides procedentes del eyaculado, estos mostraron grandes agregados de plata
recubriendo la regién acrosomal del espermatozoide. Cuando los espermatozoides provenian del oviducto nos
encontramos dos subpoblaciones espermaticas, con o sin el heterodimero PSP-I/PSP-II sobre la region acro-
somal, haciéndonos pensar que la capacitacion espermadtica podria estar relacionada con la eliminacion del het-
erodimero PSP-I/PSP-II de la superficie del espermatozoide. En conclusion, nuestros resultados sugieren que el
heterodimero PSP-I/PSP-II se une al espermatozoide y su liberacion podria estar relacionada con cambios en la
membrana plasmdtica del espermatozoide previos a la fecundacion.
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ABSTRACT

The heterodimeric PSP-I/PSP-II spermadhesin represents the major protein of boar seminal plasma. We
investigated the pattern of binding of PSP-I/PSP-II on boar spermatozoa, from the epididymis to the site
of fertilization. Spermatozoa were collected from the cauda epididymis, from ejaculates of mature boars,
and from the oviduct of sows mated with a fertile boar and slaughtered 6-8 h after spontaneous ovulation.
Immunolocalization of the PSP-I/PSP-II spermadhesin on spermatozoa was studied using a monospecific
polyclonal antibody raised against the PSP-II subunit in rabbits. A 10-nm gold-labelled goat anti-rabbit IgG was
used as the secondary antibody and the samples subjected to silver enhancement. Light and scanning electron
microscopy were used to examine the distribution of PSP-I/IT on spermatozoa. Epididymal spermatozoa were
consistently immunonegative. In contrast, ejaculated spermatozoa exhibited large aggregates of silver coating
the acrosomal cap. When spermatozoa were collected from the oviduct, two sperm populations, either with
or without PSP-I/II on the acrosomal cap, were found tempting to considered capacitation as involved in the
release/removal of PSP-I/II from the sperm surface. The results suggest PSP-II/PSP-II binds to the sperm surface

at ejaculation, and that its release might be related to pre-fertilization changes of the sperm membrane.
Key words: espermadhesina, plasma seminal, PSP-I/PSP-II, verraco.

INTRODUCCION

A pesar del creciente interés que presenta la
preseleccion del sexo mediante separacion de
espermatozoides X e Y por citometria de flujo,
esta biotecnologia continua sin poder ser usada
de manera rutinaria debido a su baja eficiencia
y a que conlleva alteraciones en la viabilidad,
integridad de membrana, estado acrosomal y
patrones de motilidad de los espermatozoides,
ademads de la aparicion de una subpoblacién es-
permdtica en un estado de precapacitacion que
culminard con una exocitosis prematura del
contenido acrosomal (Maxwell y cols., 1997;
Maxwell y Johnson, 1997; Maxwell y Johnson,
1999, Parrilla y cols., 2004). Entre los factores
responsables de esta situacion se ha incluido la
pérdida de sustancias protectoras del PS que
cubren la cabeza de los espermatozoides debida
a la alta dilucidn a la que son sometidos durante
el proceso de separacion espermdtica (Maxwell
y Johnson, 1999).

Con el fin de disminuir los efectos de la alta
dilucién se incluyeron en los medios de recogida
una cierta proporcion (entre un 1 y un 10%) de
PS completo (Maxwell y cols., 1997) o determi-
nados componentes de bajo peso molecular del
PS (Ashworth y cols., 1994). Sin embargo, la
adicién de PS a los medios de recogida de es-

permatozoides ha dado lugar a la obtencién de
resultados contradictorios, observandose tanto
efectos positivos como negativos (Caballero y
cols., 2004a). Esta variabilidad podria estar re-
lacionada con los diferentes perfiles de protei-
nas del PS hallados entre machos de diferente
fertilidad (Fournier-Delpech y Thibault, 1993;
Killian y cols., 1993).

En el verraco, las espermadhesinas son el
mayor componente proteico del PS, y se les su-
ponen varias funciones en diferentes etapas del
proceso de fertilizacion, como es la participa-
cién en los procesos de capacitacion espermati-
ca, modulacion de la respuesta inmune uterina,
formacion del reservorio oviductal y reconoci-
miento entre gametos (Topfer-Petersen y cols.,
1998; Rodriguez-Martinez y cols., 2005).

Centurién y cols. (2003) observaron como
una de las proteinas de la familia de las esperma-
dhesinas, el heterodimero PSP-I/PSP-II, presenta
un efecto protector sobre los espermatozoides al-
tamente diluidos similar al hallado tras la adicién
de plasma seminal completo proveniente de ma-
chos seleccionados, preservando la integridad de
membrana, motilidad y actividad mitocondrial.
Este efecto protector del heterodimero PSP-I/
PSP-II presenta una clara ventaja sobre el uso
del PS y determina que sea claro candidato para
su uso como aditivo en los medios de dilucién
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de los espermatozoides, ya que al usar una pro-
teina aislada evitariamos la variabilidad inheren-
te hallada en la composicién del PS tanto entre
machos, entre eyaculados e incluso entre diferen-
tes fracciones de un mismo eyaculado (Killian
y cols., 1993; Ashworth y cols., 1994; Zhu y
cols., 2000). Estudios anteriores han mostrado
como el heterodimero PSP-I/PSP-II no es capaz
de mantener su influencia durante largos perio-
dos de incubacion, siendo eliminadas la mayor
parte de las espermadhesinas mediante procesos
de capacitacion in vitro (Dostdlovd y cols., 1994,
Caballero y cols., 2004b).

Sin embargo, no se ha estudiado todavia
como varia la presencia, ausencia y/o la dis-
tribucion del heterodimero PSP-I/PSP-II sobre
los espermatozoides durante diferentes etapas
del proceso de fertilizacion. Por lo tanto, el
objetivo de este estudio fue evaluar la posible
unién del heterodimero PSP-I/PSP-II sobre los
espermatozoides de verraco y como varia entre
diferentes tipos de espermatozoides como se-
rian los procedentes del epididimo, eyaculados
y recogidos del oviducto.

MATERIAL Y METODOS
Recogida del semen

Se recogieron espermatozoides tanto epidi-
dimarios como eyaculados y procedentes del
oviducto. Los espermatozoides epididimarios
fueron recogidos de la cola del epididimo me-
diante raspado y lavado con PBS, los esperma-
tozoides eyaculados se recogieron mediante el
método manual.

Los espermatozoides procedentes del ovi-
ducto se recogieron tras la inseminacién me-
diante monta natural de 3 cerdas multiparas a
las 0 y 12 horas tras la deteccion del celo. Las
cerdas fueron sacrificadas aproximadamente 6-
8 horas después de la ovulacion, los oviductos
fueron lavados con 5 ml de PBS atemperado a
38 °C centrifugdndose el medio de recogida a
1200 x g durante 3 minutos para concentrar los

espermatozoides. Todos los machos utilizados
fueron verracos selectos que habian producido
descendencia anteriormente.

Obtencion del plasma seminal y aislamiento
del heterodimero PSP-I/PSP-I1

Todos los experimentos fueron realizados con
PS procedente de verracos maduros sexualmente
de fertilidad comprobada. El PS se obtuvo me-
diante centrifugacion del semen a 3800 x g duran-
te 15 minutos a 20° C en una centrifuga refrigera-
da (Heraeus Sepatech Megafuge 1.0 R; Osterode,
Germany). Posteriormente el sobrenadante fue
filtrado sucesivamente a través de filtros de nylon
de baja adsorcion de solutos de 10 y 1’2 ym.

Para la obtencién del heterodimero PSP-
I/PSP-II, el PS fue sometido a cromatografia
de afinidad en columna de heparina-sepharosa
(Calvete y cols., 1995). De esta manera sepa-
ramos una fraccién que no une heparina, co-
rrespondiente al heterodimero PSP-I/PSP-II, de
otra que si une heparina.

El heterodimero PSP-I/PSP-II fue purifica-
do de la fraccidn que no une heparina mediante
cromatografia de filtracion en gel en una colum-
na G-50 de Sephadex de 2000 x 5 cm equilibra-
da en 50 mM de Tris-HCI, 150 mM de NaCl, 1
mM de EDTA y 0,025% de azida sédica y pH
7’4 (Calvete y cols., 1995). La identidad y pure-
za de la muestra proteica fue valorada mediante
andlisis de la secuencia N-terminal (usando un
secuenciador automatizado de proteinas Applied
Biosystems 492, Langen, Alemania) y espectro-
metria de masas MALDI-TOF (Applied Bio-
systems Voyager DE-Pro mass spectrometer,
Lancen, Alemania). Una solucion saturada de
acido sinapinico en 50% de acetonitrilo y 0°1%
de 4cido trifluoroacético (v/v) fue usada como
matriz. La concentracion proteica fue determi-
nada por medio de espectrofotometria usando
un coeficiente de absorcién molar de 27332 M"!
cm’' como habia sido determinado previamente
por Menéndez y cols. (1995) o por andlisis de
aminodcidos tras hidrdlisis de la muestra en 6
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M de HCI durante 24 h a 106 °C en ampollas
selladas a las cuales se les habia creado el vacio
(Beckman Gold Amino Acid Analyser, Beck-
man, Barcelona, Espafia). Las proteinas fueron
dializadas contra agua destilada, liofilizadas y
almacenadas a -20 °C hasta su uso.

Obtencion de anticuerpos Anti-PSP-1I

Las subunidades PSP-1 y PSP-II se purifica-
ron por cromatografia de alta resolucion utili-
zando una columna (250 x 10 mm) de fase re-
versa Lichrocart (Merk) de 10 ym de tamafio de
particula. La columna se eluyé a 3 ml/minuto
con una mezcla de 0,1% de acido trifluoroacéti-
co en agua (solucién A) y acetonitrilo (solucién
B), isocrdticamente (25% B) durante 5 minutos,
seguidos de 25-45% B por 5 minutos, 45-60%
B por 15 minutos y 60-70% B por 5 minutos.

Los anticuerpos policlonales monoespecifi-
co anti-PSP-II fueron obtenidos mediante inmu-
nizacion de conejas por inyecciones subcuta-
neas de 0’5 mg del monémero PSP-II en 0’5 ml
de PBS emulsificado en 1’5 ml de adyuvante de
Freund completo. Los animales fueron inocula-
dos por 2 veces a intervalos de 5 semanas des-
pués de la primera inmunizacion con 0’25 mg
del antigeno. 2 semanas después de la dltima
administracion, las conejas fueron sangradas a
través de la vena auricular. La actividad anti-
PSP-II del suero sanguineo fue testada median-
te técnicas de ELISA y Western Blot.

Inmunolocalizacion del heterodimero PSP-
I/PSP-11

La inmunolocalizacién del heterodimero
PSP-1/PSP-II sobre la cabeza del espermatozoi-
de fue estudiada a nivel de microscopia éptica
y microscopia electrénica de barrido. Para ello,
se realizé un frotis de la muestra espermatica
(procedente de espermatozoides epididimales,
eyaculados y recogidos del oviducto) sobre
portaobjetos (26 x 76 mm) cubiertos por una
capa de poli-lisina y secados en aire durante 24

horas. Los frotis fueron fijados en una solucion
de 1% de paraformaldehido en PBS durante 10
minutos, tras los cuales fueron lavados repe-
tidas veces en PBS e incubados 120 minutos
con el anticuerpo anti-PSP-II (1:500 en PBS)
a temperatura ambiente. Las muestras fueron
lavadas en PBS e incubadas con un anticuerpo
secundario de cabra anti-conejo marcado con
particulas de oro de 10 nm (Auroprobe EM
GAR G10, Amersham Biosciences, Uppsala,
Suecia) durante 100 minutos, tras los cuales
fueron sometidos a varios lavados en PBS y
agua destilada. Previamente a la evaluacion
de los espermatozoides mediante microscopia
electronica de barrido fue aplicado un kit co-
mercial de intensificacion con plata (RPN 491,
Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia) du-
rante 10 minutos. Finalmente, los frotis fueron
lavados en agua destilada y secados en aire.

Para la evaluacién a nivel de microscopia
optica, las muestras fueron fotografiadas con un
microscopio Nikon Microphot-FXA (Chibe, Ja-
pon) a 100 aumentos. Para la evaluacion median-
te el microscopio electrénico de barrido (6000
aumentos), una porcioén del portaobjetos conte-
niendo espermatozoides marcados con el anti-
cuerpo fue recortada y colocadas en monturas de
metal, contrastada durante 15-30 segundos con
oro paladio y examinada usando un microscopio
electronico de barrido JEOL JSM-6320F (JEOL
LTD, Japén) operando a 5 kV. Como control po-
sitivo se utilizaron espermatozoides epididimales
incubados con el heterodimero PSP-I/PSP-II pre-
vio a la incubacion con el anticuerpo primario.
Los controles negativos se obtuvieron por omi-
sion del anticuerpo primario.

RESULTADOS

La evaluacién mediante microscopia Opti-
ca de los espermatozoides epididimales reve-
16 como €stos no presentaban el heterodimero
PSP-I/PSP-II en su superficie, este hecho fue
confirmado mediante microscopia electronica
de transmisién observandose como los esper-
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matozoides procedentes del epididimo fueron
inmunonegativos de manera constante (figuras
1A y 1B). Sin embargo, cuando se observaron
los espermatozoides eyaculados al microscopio
optico, la mayor parte de ellos present6 agrega-
dos de plata sobre la cabeza del espermatozoide
(figura 2A). Esta afirmacion se confirmé con el
microscopio electrénico de transmisidn, en el
cual se vio como el heterodimero PSP-I/PSP-II
se hallaba situado sobre la region acrosomal de
la cabeza del espermatozoide (figura 2B). Cuan-
do se evaluaron los espermatozoides recogidos
del oviducto, se observé al microscopio optico
como aparecian dos subpoblaciones, observan-

Figura 1. Microscopia éptica (A) y micros-
copia electrénica de transmision (B) de es-
permatozoides epidimales. No se encontro
heterodimero PSP-I/PSP-II sobre la cabeza
del espermatozoide.
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Figura 2. Microscopia optica (A) y micros-
copia electréonica de transmision (B) de es-
permatozoides eyaculados. El heterodimero
PSP-1I/PSP-II cubre el dominio acrosomal del
espermatozoide.
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dose espermatozoides tanto inmunopositivos
como inmunonegativos (figura 3A). Cuando los
espermatozoides oviductales se evaluaron a ni-
vel del microscopio electrénico de transmision,
también se observaron esas dos subpoblaciones
espermdticas. En la primera de ellas aparecia
el heterodimero PSP-I/PSP-II rodeando la re-
gion acrosomal del espermatozoide (figura 3B),
mientras que en la segunda subpoblacién és-
tos se mostraron inmunonegativos (figura 3C).
Como se esperaba, los controles negativos no
presentaron agregados en su superficie siendo
totalmente inmunonegativos, mientras que los
controles positivos estuvieron recubiertos por
agregados de plata a lo largo de toda la superfi-
cie del espermatozoide.
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Figura 3. Espermatozoides procedentes del
oviducto. Microscopia éptica (A) y micros-
copia electronica de transmision mostrando
espermatozoides con heterodimero PSP-I/
PSP-II sobre el acrosoma (B) o sin heterodi-
mero PSP-I/PSP-II (C).
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DISCUSION

Las espermadhesinas son una familia de
glicoproteinas de bajo peso molecular (12-
16 kDa) compuestas por entre 109 y 133
aminodcidos y constituidas estructuralmente

por un unico dominio CUB que sirve como
soporte estructural y al cual se le atribuyen
diferentes funciones (Romero y cols., 1997).
En el verraco, esta familia esta compuesta por
5 miembros: AQN-1, AQN-3, AWN, PSP-1y
PSP-II. Bajo condiciones fisioldgicas, estas 2
dltimas proteinas (PSP-1 y PSP-II) forman el
heterodimero PSP-I/PSP-II (Calvete y cols.,
1995).

La biosintesis de PSP-I y PSP-II a lo lar-
go de los diferentes tejidos del tracto genital
del verraco ha sido estudiada con anterioridad.
Ekhlasi-Hundrieser y cols. (2002) demostra-
ron mediante transcripcion inversa de la re-
accién en cadena de la polimerasa (RT-PCR)
la expresion de ARNm para los mondmeros
PSP-1 y PSP-II en las vesiculas seminales,
prostata y cola del epididimo. Sin embargo,
la expresion de estas espermadhesinas sobre
la superficie del espermatozoide a lo largo de
diferentes etapas de su vida (epididimo, eya-
culado y oviducto) no habia sido estudiada
hasta el momento.

Para evaluar el patron de union del heterodi-
mero PSP-I/PSP-II sobre el espermatozoide se
produjo un anticuerpo policlonal monoespecifi-
co de conejo contra PSP-II. Estudios realizados
con anterioridad (Calvete y cols., 1995) demos-
traron como la espermadhesina PSP-II se en-
cuentra exclusivamente formando un complejo
heterodimérico junto con PSP-I cuando se se-
creta en el plasma seminal de verraco, mientras
que el monémero PSP-I se secreta en mayor
cantidad que el PSP-II existiendo de forma libre
en el plasma seminal. Por lo tanto, el anticuerpo
anti-PSP-II resultarfa especifico para el hetero-
dimero PSP-I/PSP-II.

El estudio inmunocitoquimico reveld que
los espermatozoides procedentes de la cola
del epididimo no presentaban PSP-I/PSP-II
adherido en su superficie. Es conocido que
el epididimo es un 6rgano donde se produce
una gran remodelacion de la membrana plas-
matica del espermatozoide tanto en lo que se
refiere a protefnas como en lo referente a la
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composicion lipidica de la misma, alcanzan-
do el espermatozoide la capacidad de ferti-
lizar al ovocito (Franca y cols., 2005). En la
actualidad, se han caracterizado mads de 100
proteinas secretadas a lo largo del epididimo
(Syntin y cols., 1996), la mayor parte de esta
secrecion se produce en la cabeza y cuerpo del
epididimo, secretando la cola del epididimo
solamente un 1% del total de éstas. Algunas
de estas proteinas se ha observado como son
reabsorbidas o sufren cambios posttranslacio-
nales poco tiempo después de ser secretadas
(Dacheux y cols., 2005). El hecho de que la
espermadhesina PSP-I/PSP-II no se localice
sobre la cabeza de los espermatozoides recogi-
dos de la cola del epididimo podria ser debido
a una reabsorcion de las PSP-1'y PSP-II, a que
no exista secrecién de los mondmero PSP-1 y
PSP-II, o a que ésta sea demasiado baja como
para ser detectada (Dacheux y cols., 2005).

En el eyaculado, bajo condiciones fisiologi-
cas, las espermadhesinas se hallan en el plasma
seminal en forma de agregados, teniendo estos
agregados una capacidad de unién a ligandos
diferente a la presentada por las formas mo-
noméricas de las espermadhesinas (Jondkovd y
cols., 2000). Teniendo en cuenta la biosintesis
y afinidad por los ligandos de las diferentes es-
permadhesinas, Dostdlovd y cols. (1995) propu-
sieron un modelo en el cual sugieren que ya en
el epididimo encontrariamos AWN-1 adherido
a la membrana plasmatica de los espermatozoi-
des. Mientras que tras la eyaculacion se unirian
moléculas no agregadas de AWN-1 y AQN-3,
sobre las cuales se unirfan el resto de agregados
de espermadhesinas.

Este modelo estd en concordancia con los
resultados hallados en este trabajo, en el cual
no se encontré PSP-I/PSP-II sobre los esper-
matozoides epididimarios, mientras que al
producirse la eyaculacién y por lo tanto entrar
en contacto con las secreciones de las glandu-
las sexuales accesorias del verraco, los esper-
matozoides presentaron sobre su superficie el
heterodimero PSP-I/PSP-II. Cuando se obser-

varon estas muestras al microscopio electrd-
nico de transmisién se vio como el heterodi-
mero PSP-I/PSP-II se encontraba recubriendo
principalmente la superficie acrosomal.

En un trabajo reciente, se ha observado
como el heterodimero PSP-I/PSP-II se en-
cuentra asociado al dominio acrosomal de los
espermatozoides altamente diluidos, sufriendo
una redistribucion a la regién postacrosomal
para finalmente ser eliminado de la cabeza
del espermatozoide tras un largo periodo de
incubacion (Caballero y cols., 2006). Este pa-
trén de unién del heterodimero PSP-I/PSP-II
sobre la cabeza espermdtica fue relacionado
con su capacidad para mantener la viabilidad,
motilidad y actividad mitocondrial de los es-
permatozoides altamente diluidos (Centurién
y cols., 2003; Caballero y cols., 2006). Por lo
tanto, una de las funciones del heterodimero
PSP-I/PSP-II podria ser el de formar una cu-
bierta protectora sobre el espermatozoide, la
cual los mantendria en un estado de decapa-
citacion. Este estado de decapacitacion se ha
visto que es necesario para la formacion del
reservorio oviductal (Fazeli y cols., 1999).

En los ultimos afios han aparecido nume-
rosas evidencias que muestran como la unién
espermatozoide-oviducto es mediada por car-
bohidratos (Suarez, 2001). En el porcino pa-
rece ser mediada concretamente por residuos
de D-manosa (Green y cols., 2001). Aunque
en nuestros resultados hemos podido observar
la presencia del heterodimero PSP-I/PSP-II
sobre parte de los espermatozoides recogidos
del oviducto, este parece no participar de for-
ma importante en la formacién del reservo-
rio oviductal, ya que su afinidad tanto por el
fluido oviductal como por epitelio oviductal
es muy reducida en comparacion con el resto
de espermadhesinas (especialmente AQN-1)
(Ekhlasi-Hundrieser y cols., 2005; Liberda y
cols., 2006).

El heterodimero PSP-I/PSP-II parece ser
eliminado de la cabeza del espermatozoide
cuando estos son sometidos a tratamientos de
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capacitacion in vitro, esta eliminacién parece
ser anterior a la reaccion acrosémica (Caba-
llero y cols., 2004b; Caballero y cols., 2006).
Los procesos de capacitacidn in vivo parecen
coincidir con la capacidad del espermatozoide
de liberarse del reservorio oviductal, lo cual
ocurre de manera secuencial (Smith y Yana-
gimachi, 1991, Yanagimachi, 1994). En tra-
bajos anteriores se ha descrito la presencia de
dos subpoblaciones de espermatozoides, tanto
capacitados como no capacitados. De igual
manera se ha relacionado la integridad de la
membrana del espermatozoide con la presen-
cia de éstos en la porcion central de la luz
del oviducto (los cuales tienen la membrana
danada), o en la profundidad de las criptas,
presentando en este caso membranas inte-
gras (Mburu y cols., 1997; Tienthai y cols.,
2004).

Basado en lo anteriormente expuesto, una
hipdtesis para explicar la presencia en nuestros
resultados de las dos subpoblaciones de esper-
matozoides en el oviducto, con heterodimero
PSP-1/PSP-II sobre la cabeza o sin €l, serfa que
en el proceso de lavado se recogieron tanto es-
permatozoides unidos al epitelio del reservorio
oviductal (no capacitados) como aquellos que
han sido liberados del reservorio oviductal (ca-
pacitados o muertos) y se encuentran bafiados
en el fluido intraluminal.

En conclusion, nuestros resultados sugieren
que el heterodimero PSP-I/PSP-II se une al es-
permatozoide durante la eyaculacion cubriendo
su dominio acrosomal, estando su liberacion
relacionada con cambios en la membrana plas-
matica del espermatozoide que se producen pre-
viamente a la fecundacion y que son necesarios
para el reconocimiento espermatozoide-ovocito
y la posterior penetracion del ovocito por parte
del gameto masculino.
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