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Relacion entre la densidad de receptores para el Gm-Csf
en espermatozoides bovinos y la fertilidad real.
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RESUMEN

El Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos y Macréfagos (GM-CSF) es una citoquina con mattiples
funciones celulares. Su receptor es una glicoproteina compuesta por dos subunidades, oLy p, involucrada

primer servicio. Para ello se realizd INmunocitoquimica en esparcidos espermaticos de 7 toros Brahman
(2 y 3 afios, con porcentajes de prefiez del 76 al 100%), utilizando anticuerpos policlonales contra fas
subunidades y del receptor. El estudio de |a densidad del receptor se realizé sobre 10 esparcidosftoro
de espermatozoides inmunoteiiidos captados por un analizador de imagenes (UN! SCAN IT). Los datos
fueron analizados con SAS a fravés de coeficientes de correlaciones Pearson. La inmunocitoquimica
corrobord fa colocalizacion flagelar de ambas subunidades ¥ una localizacian aislada de la subunidad  en
el acrosoma. Se encontrd una correlacion entre fertilidad y la densidad de la subunidad ot de 0,48661
(p<0.05); mientras que para la subunidad B la correlacion fue de - 0,03775 (p>0,05). Quizas la alta
densidad de la unidad ¢, aumente la captacion de glucosa en los espermatozoides Yy, por lo tanto, la
capacidad y calidad del movimiento espermatico sea superior en los toros de mayor fertilidad. Estos
resultados sugieren que la determinacion de la densidad de la subunidad podria ser un buen indicador
de la fertilidad de los toros.
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ABSTRACT

The granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) is a pleiotropic cytokine. Its receploris a
glycoprotein composed by two subunits,cand B, involved in glucose and vitamin C uptake by spermatozoa.
The asubunit localizes on both sperm acrosoma and tail, whereas the p subunit only on the tail. It has been
demonstrated a variation of the density of both subunits on the sperm surface, and a significant relationship
with sperm motility. The objective of this work was to demonstrate the relationship between the densities of
both subunits on the sperm surface and the fertility of Brahman bulls as pregnancy rate at first service.
Semen samples from 7 Brahman bulls, 2-3 years old, and pregnancy rates 76-100% were tested through
fmmunocytochemistry using polyclonal antibodies against wand B subunits, Images from immunostained
spermatozoa were captured and analyzed by the software UNI-SCAN-IT® (USA) to determine receptor
density. Data obtained from this study was analyzed by SAS® (USA) using the Pearson's carrelation coefficient.
It was confirmed that both subunits co-localize on the sperm tail surface, whileo: subunit was also found on
the sperm acrosome. Correlation coefficient between fertility and thea subunit density was 0.48661 (p<0.05),
whereas it was -0.03775 (p=0.05) for the B subunit, It is possible that the higher densities of thex subunit in
the most fertile bulls are responsible for an elevated glucose uptake by the spermatozoa, thus raising its
ability to displace and enhancing the quality of that movement. These results suggest that the density of the
GM-CSF receptor o subunit could be a good predictor for bull fertility.

Key Words: GM-CSF, sperm, fertility

61



Vilanova F y Ballarales P.

INTRODUCCION

El Factor Estimulador de Colonias de Granulocitos
y Macrofagos (GM-CSF) es una glicoproteina
regulatoria perteneciente al diverso grupo de los
factores de crecimiento y del cual se han determinado
multiples funciones.

Ef GM-CSF es una citoquina pleictropica con dos
pares de hélices antiparalelas, y dos puentes disulfuros
intramoleculares altamente conservados y esenciales
para reatizar el correcto plegamiento proteico y llevar
a cabo la actividad bioldgica [1]. El receptor para esta
citoguina es una glicoproteina compuesta por dos
subunidades:o y B [2]. La subunidad del receptor
(subunidad « de union del {igando) para el factor
humano es producida coma un precursor de 400
aminoacidos (aa), tiene un segmento transmembrana
de 26 aa, un dominic extracelular de 298 aa y un
dominio citoplasmatico corto de 54 aa. Los 200 aa
proximales por el lado extracelular a la region
transmembrana forman un dominio que probablemente
une al factor, el cual es homatogo en varios receptores
de citoquinas.

La subunidad o se une al GM-CSF con baja afinidad,
mientras que la subunidad B, con 897 aa (secuencia
lider de 16 aa, dominio transmembrana de 27 aa y
cola citoplasmatica de 350 aa), no une GM-CSF por si
sola, sino que interactla fisicamente con la subunidad
oy forman un receptor de alta afinidad.

El receptor para el GM-CSF comparte la subunidad
¢ (subunidad de transduccion) con los receptores de
interleuguina 3 e interleuquina 5, denominandose
subunidad B coman {¢) [3,4] siendo especifica la
subunidad de cada citoquina.

Los receptores para el GM-CSF han side encontrados
también en células no hematopoyéticas con céluias
germinales masculinas y en espermatozoides bovinos
[5,1] sin que se conozca su papel fisioldgico en estas
células.

Se ha determinado que las células de Sertoli y
Leydig producen una gran variedad de citoquinas [6]
que estarian involucradas en mecanismos autocrinos
y/o paracrinos regulando ta funcion testicular y, tal
vez, la capacidad fecundante de los espermatozoides.
Sin embargo, las relaciones encontradas entre las
distintas citogquinas del plasma seminal y los
parametros seminales difieren segin sea la c¢itoquina
involucrada.

La ubicacidn del receptor a lo largo de la pieza
intermedia y de la cola del espermatozoide bovino y
humano [1] sugiere que el GM-CSF podria estar
involucrado en el metabolismo espermatico ya que las
mitocondrias de la pieza intermedia representan la
mayor fuente de energia celular. Se ha determinado

que la adicién de 2 nM del factor en presencia de 5
mM de glucosa y 16 mM de fructosa a espermatozoides
bovinos, aumenta el movimiento espermatico
probablemente por un aumento del transporte de .
hexosas [7].

El factor es secretado por las células germinales
de bovino, y posiblemente controlen de alguna manera
la espermatogénesis. Ha sido demostrado que el GM-
CSF estimula {a captacion de glucosa y vitamina C a
través de tos transportadores facilitativos de hexosas
{GLUTs), los cuales componen una familia de proteinas
que pueden tener una actividad transportadora
multifuncional, transportando glucosa, fructosa y
vitamina C [8, 9, 1]. Estudios realizados por varios
investigadores han demostrado ta presencia de GLUT1,
GLUT2, GLUT3 y GLUTS en la cabeza y cola de
espermatozoides de humano, bovino y rata,
comprobando su participacion directa en et transporte
de glucosa, fructosa v la forma oxidada de la vitamina
C (Acido deshidroascérbicoy [10, 9].

Es de especial interés que el GLUT3 posea gran
afinidad por la glucosa y el GLUTS por la fructosa [9] v
que la ubicacion celular de ambos transportadores (a
nivel de la pieza intermedia vy cola de espermatozoides
bovinos, humanos v de rata) coincida con la ubicacién
del receptor para GM-CSF va que la densidad del re-
ceptor v la capacidad de los transportadores podrian
reflejar la calidad del movimiento espermatico.

Los espermatozoides pueden usar la fructosa y la
glucosa como una fuente externa de energia, indicando
que estas células poseen un eficiente transporte para
tomar los azlcares extracelulares [11]. Teniendo en
cuenta que la fructosa encontrada en el plasma semi-
nal es la fuente principal de energia para los
espermatozoides, asi como el acide lactico y el acido
pirlvico originados por {a glucolisis en presencia de
oxigeno, es de esperar que el transporte facilitativo
de estas hexosas por los GLUTs, y su interaccion con
el receptor para GM-CSF se retacionen con la calidad
del movimiento espermatico y, en consecuencia, con
la capacidad fecundante del semen bovino.

Antes de utilizar un toro en programas de
inseminacion artificial es importante conocer su
fertilidad, ya que su capacidad fecundante no solo
repercutira en el nimero de crias nacidas sino también
en la fertilidad de su descendencia. No solo es
importante conocer si ese animal es capaz de dejar
descendencia sino conocer el nivel de fertilidad que
posee. Aungue se han propuesto muchos y variados
métodos de evaluacion seminal como predictores de
la fertilidad de los toros, la aplicacion de una Unica
prueba de evaluacian seminal no siempre es suficiente.
Por ello, existe una isqueda continua de alguna prueba
seminal 0 combinacion de varias de ellas que permita
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predecir la fertilidad con mayor exactitud y a costos
mas bajos. Es por estas razones que el estudio de
densidad del receptor GM-CSF sobre la superficie
espermatica y su posible relacién con la capacidad
fecundante se traduzca en una herramienta que
permita predecir la fertilidad real de los toros.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajo con 7 toros de raza Brahman con edades
comprendidas entre los 2 y 4 afos de edad y distintos
niveles de fertilidad real (siendo los extremos en
porcentaje prefiez al primer servicio el 100 y el 76%).
De cada uno de los toros se procesaron diez dosis de
semen para la cuantificacion de la densidad de
receptores sobre extendidos espermaticos.

Inmunocitoquimica en esparcidos de espermatozoides

Una vez descongelado el semen, se centrifugd a
1500 g por 10 minutos en PBS (se repitid el lavado
tres veces). Sobre portaobjetos previamente cubiertos
con una solucién de gelatina de piel de bovino al 5%,
sulfato de cromo Ill y potasio al 0,05%, se colocaron
de 2 a 5l de la solucion de espermatozoides y se fijaron
con Histochoice en etanol (4:1) por 10 minutos.
Posteriormente, se incubaron en camara hdmeda por
3 minutos con peroxido de hidrégeno (H202) al 1% y
luego se lavaron con PBS, procediendo inmediatamente
a bloquear cada muestra con una solucién conteniendo
leche descremada 5%, BSA 1%, Tritén X-100 0,3% en
PBS incubando durante 1 hora a temperatura ambiente
en las cdmaras humedas. Luego, las muestras se
cubrieron con 100 | de una dilucién 1:100 (en solucion
de bloqueo) de los anticuerpos contra las subunidades
a y B del receptor del GM-CSF humano (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.), incubandose toda la noche a 4°C
en camara himeda. Se utilizé DAKO® Quick Staining
Kit HRP para el revelado. Finalmente las muestras se
colorearon en una solucién de hematoxilina, se
deshidrataron en etanol al 80 y 100% por 5 segundos
en cada solucion y se sumergieron en xilol por 5 a 10
minutos.

Determinacion de la densidad de receptores sobre la
superficie espermatica

Las imagenes de los espermatozoides
inmunotenidos se captaron a través de un microscopio
y se analizaron con analizador de imagenes (IMAGE
PRO PLUS), el cual mide la densidad de un determinado
color (en este caso el color pardo dado por la
peroxidasa) en unidades de pixeles. El trabajo se
realiz6 sobre 10 esparcidos de espermatozoides
obtenidos de cada toro, en los que se midio
separadamente cada subunidad del receptor,
contabilizando los espermatozoides de 10 campos

opticos por esparcido espermatico.

Los datos obtenidos se analizaron con una Matriz
de Correlaciones de Pearson, para obtener el grado de
asociatividad entre la densidad de receptores para
cada subunidad y la fertilidad de los toros (programa
estadistico SpSS 10.0).

RESULTADOS

Se determind la inmunolocalizacion de las
subunidades o y B de receptor GM-CSF en
espermatozoides eyaculados de 7 toros, localizandose
la subunidada invariablemente en el acrosoma y la
cola espermatica (Figura 1), evidenciandose
variabilidad en la intensidad de la inmunoreaccién
entre los distintos eyaculados usados siendo esto mas
notable en el acrosoma. Con respecto a la subunidad
B, se pudo corroborar que su ubicacion se restringe a
la cola espermatica (Figura 2).

Figura 1. Inmunolocalizacién de la subunidad o del
receptor del gm-csf en espermatozoides eyaculados.

Se puede apreciar la inmunolocalizacién de la

subunidad en el acrosoma y cola de los

espermatozoides.

Figura 2. Inmunolocalizacién de la subunidad B del
receptor del gm-csf en espermatozoides eyaculados. Se
muestra la inmunolocalizacién de la subunidad B en la
cola de los espermatozoides.
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En las Tablas | y 1l se puede apreciar la estadistica
descriptiva de ambas subunidades ubicadas en
espermatozoides bovinos.

Tabla . Estadistica descriptiva de la subunidad alfa
del receptor GM-CSF en espermatozoides bovinos.

Toro Media DS CV mediana Val min Val max
1 21274,6 14392 68 211620 19757,0 23734
2 24651,8 16504 7.6 220425 19281,0 23872
3 21604,2 1650,1 7.6 218485 192120 2379
4 21505,6 1116,0 52 215275 195130 23425
5 217895 13437 6,2 222715 193460 23451
6 21179,0 11206 53 208505 195120 23303
7 20952,3 14417 6,9 208970 191080 23759

DS: desviacién estandar CV: coeficiente de variacion
Val min: valores minimos Val max: valores maximos

La Matriz de Correlaciones de Pearson demostrd
una correlacion entre fertilidad y la densidad de la
subunidad o« de 0.48661 (p<0.05); mientras que para
la subunidad P la correlacion fue de - 0,03775 (p>0,05).

En la Figura 3 se puede observar la relacién entre
el porcentaje de prefiez de los toros utilizados en esta
investigacion y la densidad de las subunidadesayp del
receptor GM-CSF ubicado por inmunocitequimica.

Tabla |1, Estadistica descriptiva de la subunidad beta
del receptor GM-CSF en espermatozoides bovinos
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DISCUSION

La inmunocitoquimica realizada en
espermatozoides eyaculados llevada a cabo en esta
investigacion, mostré que ambas subunidades se
colocalizan en la cola del espermatozoide (Fig. 1y 2)
y, también determing, una localizacion aislada de la
subunidad en el acrosoma del espermatozoide (Fig.1).
Si bien es cierto que, en los modelos celulares hasta
ahora estudiados, la subunidad a es la responsable de
unir a! ligando y la subunidad p es la unidad de
transduccion, y juntas conforman un receptor
heterodimérico de alta afinidad, la ubicacion aislada
de la subunidad o en ausencia de {a subunidad b en el
acrosoma de los espermatozoides podria sugerir un
papel hasta ahora ne definido para esta subunidad en
este tipo celuiar.

Con respecto a la densidad de ambas subunidades,
se encontré que la densidad de la subunidad B esta
siempre por debajo de la densidad encontrada para \a
subunidad a (Tablas [ y II). Estos datos corroboran de
manera cuantitativa, los hallazgos cualitativos
encontrados por inmunocitoquimica [7] la cual reveld
una sobreexpresion de la subunidad o con respecto a
ia subunidad p. Se ha establecido que la subunidad
del receptor es comun para otras interteuquinas (IL-3
y IL-5) [3, 4] y por lo tanto, seria logico encontrar
una densidad mayor de esta subunidad en la superficie
plasmatica de tas células blanco del GM-CSF Sin em-
bargo, en esta investigacién se encontrd una mayor
densidad de la subunidad ¢ con respecto a la subunidad
B en los espermatozoides situacion que podria sugerir
en estas células un mecanismo distinto de accidn de
la subunidad o en ausencia de su contraparte, la
subunidadB.

El GM-CSF media sus efectos a través de su
interaccion con su receptor ubicado en la membrana
plasmatica, en la cual la subunidad a aistada se une al
factor con baja afinidad (Kd de 1-7 nM} y la subunidad
B, que es fosforilable, no es capaz de unir al factor
por si sola. $in embargo, al unirse a la subunidada se
forma un receptor de alta afinidad (Kd 20-100 pM). Se
ha reportado en investigaciones scbre ensayos de
union del GM-CSF, que los espermatozoides bovinas
eyaculades expresan aproximadamente 105 sitios de
union de alta afinidad para este factor de crecimiento
con una Kd de 222 pM, y 1100 sitios de union baja
afinidad con una Kd de 10 nM [1]. Estos resultados
estarian indicando la presencia de un exceso de la
subunidad o comparado con la subunidad B, hallazgo
que respaldaria lo encontrado en esta investigacion y
lo reportado en espermatozoides epididimarios {7] en
los que se encontré una mayor densidad de receptores
para la subunidad aen comparacion con la subunidad p
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En esta investigacion se encontré una correlacion
entre la fertilidad de los torgs y la densidad de la
subunidad @ de 0.48661 (p<0.05); mientras que para
la subunidad p la correlacion fue de - 0,03775 (p>0,05).
Quizas (a alta densidad de la unidad o aumente la
captacion de glucosa en los espermatozoides y, por lo
tanto, la capacidad y calidad del movimiento
espermatico sea superior en los toros de mayor
fertilidad.

Si se toman en cuentan algunos datos de la
literatura gue indican gue los espermatozoides son
altamente dependientes de la concentracidn de
glucosa, fructosa y lactate [11], que ademas estas
células expresan el receptor GM-CSF, GLUT3 y GLUTS
[9.12] v que el GM-CSF aumenta el transporte de
glucosa y fructosa a través de los GLUTs [1], es
probable gue estas proteinas de membrana en estas
céluias sean parte de su maquinaria energética y estén
involucradas en el metabolismo celular.

Al analizar en conjuntos todos estos hallazgos se
establece que la mayor densidad de receptores de GM-
CSF en los espermatozoides de los toros con mayor
fertilidad, podria influenciar de manera directa una
mejor utilizacién de tos sustratos energéticos
mediante su transporte facilitativo través de los
GLUTs, aumentando el metabolismo espermatico,
situacién que le permitiria a los espermatozoides
obtener una mejor utilizacién del GM-CSF redundando
en un meijor patron de movimiento.

En las Gltimas décadas ha crecido mucho el interés
por parte de la industria de la inseminacién artificial
en la medicion de la calidad y la capacidad fecundante
del semen bovine. Aungue se han propuesto muchos y
variados métodos de evaluacion seminal como
predictores de la fertilidad potencial de los tores, la
aplicacion de una Onica prueba de evaluacion seminal
no siempre es suficiente. Por ello, existe una busqueda
continua de alguna prueba seminal o combinacion de
varias de ellas que permita predecir la fertilidad con
mayor exactitud y a costos mas bajos. Estos resultados
sugieren que la determinacion de la densidad de la
subunidad podria ser un buen indicador de la fertilidad
de los toros.

CONCLUSIONES

El estudio de densidad de receptores del GM-CSF
indicd que los espermatozoides eyaculados tienen una
mayor densidad de la subunidad « en la superficie
espermatica en relacion con la subunidad p.

La subunidad o se inmunolocalizd en el acrosoma y
cola de los espermatozoides, mientras de la subunidad
B se restringié en la cola de los espermatozoides. Se
encontrd que la densidad de la subunidado fue mayor
gue la densidad de la subunidad p.
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Se encontrd una correlacion entre la densidad de
la subunidad o del receptor del GM-CSF y la fertilidad
de los toros (p<0.05) sugiriendo gue la determinacion
de la densidad de esta subunidad podria ser un buen
indicador de la fertilidad de los toros.
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