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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue valorar el efecto de la congelacion-
descongelacion sobre la integridad morfologica y bioquimica de la subestructura de
la teca perinuclear (TP) de los espermatozoides de cerdo asi como la relacion de la
TP con la integridad del acrosoma. El semen de doce verracos fue dividido en dos
fracciones; una fue congelada-descongelada y la otra fue usada en fresco como
testigo. Para la exposicion de la TP ambos muestras fueron tratadas con el
detergente no i6nico Brij 36-T y procesadas, por tincibn negativa, para su
observacion al microscopio electronico de transmision. Evaluacion del acrosoma

se realizdé por la técnica de Triple tincion. En cada una de las 12 muestras se
observaron 50 células en semen fresco y 50 células en semen congelado-
descongelado al microscopio de trasmision (MET); 200 células fueron observadas al
microscopio de luz. Antes de la congelacion los espermatozoides mostraron 16.7%
de alteraciones en la subestructura de la TP, que se incrementé a 53% después de la
descongelacion del semen (p<0.0001). Similarmente, el dafio al acrosoma se
incremento del 19.5% a 54.9% después de la descongelacion de las células
(p<0.0001). Se encontrd una relacion entre las alteraciones de la subestructura de la
TP y la pérdida de acrosoma. Por otra parte, aunque en las muestras control no se
observo diferencia en el dafio de la subestructura de la TP entre razas, los
espermatozoides de la raza Pelon Mexicano presentaron el mayor dafio después del
proceso de congelacién-descongelacion. El efecto del individuo sobre la integridad
de la subestructura de la TP en semen fresco y en semen congelado-descongelado
fue estadisticamente significativo (P=0.0057). Las bandas proteicas de las muestras
congeladas-descongeladas, fueron diferentes a las de semen fresco. Las bandas con
peso molecular de aproximadamente 31, 32 y 49 kDa, fueron mas notables en
semen fresco y las de 17, 30 y 40 kDa, en semen congelado-descongelado. Los
resultados de esta investigacion indican que el proceso de congelacién produce
alteraciones en la morfologia de la subestructura de la TP, asi como en la extraccion
de las proteinas de la TP. Asimismo, fueron diferentes las extracciones de la TP
entre razas y posiblemente contribuyan a la sensibilidad del espermatozoide ala
congelacion. En conclusién, la pérdida del acrosoma en el espermatozoide de cerdo
se incrementd en proporcion con los espermatozoides con TP alterada.

Palabras claves: teca perinuclear, acrosoma, criopreservacion,
espermatozoides, cerdo.



ABSTRACT

The aim of this study was to determine the effect of cryopreservation of boar
spermatozoa on the morphological and biochemistry integrity of the perinuclear theca
(PT) substructure as well as its relation with the acrosome integrity . Semen from 12
boars was divided in two fractions; one was cryopreserved and thawed, the other was
used fresh as a control sample. In order to expose the PT structure both samples
were treated with the nonionic detergent Brij 36-T and processed for electron
microscopy observation after negative staining. The acrosome evaluation was made
by triple staining. In each one of the 12 samples it was observed 50 cell by electron
microscopy and 200 by light microscopy. Before freezing, 16.7% of spermatozoa
showed PT-substructure alterations, which increased to 53% after freezing and
thawing (P<0.001). Similarly, acrosome damage increased from 19.5% to 54.9% after
cryopreservation (P<0.001). A relationship was found between PT-substructure
alterations and acrosome loss. In addition, while no difference in PT substructure
damage was observed between breeds in control sample, the samples from Mexican
hairless breed had significantly more spermatozoa with damage PT substructure after
freezing-thawing. In another hand, the effect of the boar over the integrity of the PT
substructure in both samples was statistically significant (P=0.0057). Furthermore, it
was found that the proteins bands of the freezing-thawing samples were different to
the fresh semen samples. The bands with approximate molecular weights of 31, 32
and 49 kDa, where the most prominent in fresh semen, while 17, 30 and 40 kDa in
freezing-thawing semen. The results of this study indicated that the process of
cryopreservation causes alterations in the morphological of the PT substructure, as
well as in the PT proteins extraction. Also, there were a differential extraction of the
PT between breeds and possibly these contribute to the sensibility of the
spermatozoa to cryopreservation process. In conclusion, the acrosome loss of boar
spermatozoa increased proportionally to PT-altered spermatozoa.

Key words: perinuclear theca, acrosome, cryopreservation, spermatozoa, boar.



I. INTRODUCCION

A temperaturas cercanas a 0° C, el metabolismo de los espermatozoides se
detiene, sin embargo, se ha observado que éste persiste, el cual se suspende a
temperaturas por debajo de —-196° C (Alba, 1985). Aun cuando la técnica de
preservacion a baja temperatura usada para el semen del cerdo ha sido mejorada
actualmente (Meyers, 2005), en comparacion con el semen refrigerado aun trae
consigo los efectos desfavorables de una reduccion de mas de 40% en la
viabilidad (Almlid et al., 1996; Guthrie y Welch, 2005), asi como bajas tasas de
paricion (10-25% menos) con camadas de 1 a 3 lechones menos (Johnson et al.,
1981; 2000). Debido a ello, el congelamiento del semen en cerdos ha probado ser
comercialmente menos atractivo que en bovinos (Hooper, 1986; Rodriguez-
Martinez y Eriksson, 1994 ; Cérdova-lzquierdo et al., 2006; Roca et al.,2006).

La evaluacion del semen para su uso en inseminacion artificial (IA) y congelacion,
ha sido basada principalmente en el examen microscopico de la motilidad y
morfologia del espermatozoide. Sin embargo, aunque estas evaluaciones son
valiosas no siempre son exactas (Ostermier et al.,, 2000). Diversos autores
reportan que el dafio producido por el proceso de congelacién-descongelacion
ocurre principalmente en la membrana plasmatica (MP) (Watson, 1995; Noiles et
al., 1997; Neild et al., 2003). Sin embargo, Jager et al., (1990) encuentran que
dicho proceso causa alteraciones en el interior del espermatozoide (citoplasma?)
gue permiten que agentes externos actien sobre el material genético de la célula.
Martinez (2003), encontré que la teca perinuclear (TP) del espermatozoide de
bovino experimenta un dafio por el proceso de criopreservacion y que entre mayor
sea el porcentaje de espermatozoides con TP alterada, menor es el numero de
espermatozoides vivos con acrosoma intacto. Asi también, los espermatozoides
gue sobreviven a la congelaciondescongelacion sufren alteraciones similares a

las causadas por la capacitacién (Watson, 1995).



La teca perinuclear (TP) es un elemento citoesquelético unico que rodea al nucleo
del espermatozoide de los mamiferos, excepto en su base donde el flagelo se
inserta al cuello (Longo et al., 1987; Longo y Cook, 1991). Por la ubicacion de este
elemento citoesquelético especializado, se ha sugerido que probablemente esté
asegurando la estabilidad del acrosoma y el disefio estructural de la cabeza (Oko
y Morales, 1994). Se ha demostrado que una TP intacta puede prevenir el acceso
de los factores citoplasmaticos del ovocito al DNA espermético, blogueando asi la
descondensacion del nicleo espermatico (Sutovsky et al., 1997). Kimura et al.
(1998) encontraron que las cabezas espermaticas tratadas con Tritdn (detergente
neutro) poseen la capacidad de activar al ovocito, mientras que las cabezas
espermaticas tratadas con SDS (dodecilsulfato de sodio; detergente aniénico) no.

Se sabe que el SDS provoca la pérdida de la TP.

La TP posee a su vez una subestructura en la porciébn apical de la hoja
posacrosomal la cual presenta caracteristicas morfolégicas especificas de acuerdo
a la especie. Por su localizacion, formacion y pérdida (reaccion acrosomal) se ha
sugerido que esta subestructura puede actuar como un marcador morfologico de
la integridad de la TP (Martinez, 2003).

Por otro lado, se ha sugerido que las protinas de la TP, podrian estar
participando durante el proceso de fertilizacion, por ejemplo, en el mantenimiento
de dominios de la membrana plasmatica de la cabeza espermética. Sin embargo,
cabe aclarar que s6lo un numero limitado de proteinas de la TP ha sido
identificado en el espermatozoide de algunas especies (Oko y Maravei, 1994;
Lecuyer et al., 2000).

Por lo anterior resulta importante, generar informacion sobre los cambios que
ocurren en la TP del espermatozoide del verraco durante el proceso de

congelacion-descongelacion, para de esta forma en un futuro proteger dicha



estructura, si resulta afectada por dicho proceso. Considerando que la valoracién
in vitro de la capacidad funcional del espermatozoide después del proceso de

congelaciéon y descongelacion es de particular interés para la industria de la IA (De
Leeuw et al., 1990; Medrano y Holt., 1998).



[I. ANTECEDENTES

1. Citoesqueleto
El citoesqueleto se puede definir en las células eucariotas como una
organizacion de filamentos proteicos: microtibulos, filamentos de actina y

filamentos intermedios (Alberts et al., 2002).

Los microtubulos son tbos rigidos y fuertes (Alberts et al., 2002), son los
principales organizadores del citoesqueleto y participan en diversas funciones
celulares, como en el mantenimiento de la forma de la célula, mitosis,
citocinesis, en el posicionamiento de organelos, transporte intracelular a
regiones especificas, asi como en la locomociéon celular, su diametro es de
25nm (Malhotra y Shnitka, 1991). Estan constituidos en su mayoria por la
proteina tubulina, aunque también estdn asociadas las proteinas dineina,

cinecina y MAPs (proteinas asociadas a microtubulos).

Los filamentos de actina a diferencia de los microtibulos, son los mas finos y
faciles de romper, asi como los mas dificiles de ensamblar, su didmetro es de 5
a 9 nm (Alberts et al., 2002). La actina es la principal proteina citoesquelética
de los mamiferos e interviene en la forma celular, migracion e interaccion con la
matriz extracelular (Howes et al., 2001), ademas de endurecer o cambiar la

forma de la membrana plasmatica (Alberts et al., 2002).

Los filamentos intermedios forman estructuras semejantes a cuerdas, faciles de
formar y dificiles de romper, son estructuras muy estables y resistentes a la
extraccion con amortiguadores desnaturalizantes (Stewart, 1993). La funcion
primaria de los filamentos intermedios es la de proporcionar resistencia

mecanica, su diametro es de unos 10 nm (Nogales et al., 1998).

Cabe mencionar que Petrunkina et al. (2004) encontraron dafio posterior a la

descongelacion en el citoesqueleto y pérdida en la capacidad para el control



del mantenimiento osmético espermatico, en perros. Este resultado fue similar

al encontrado utilizando espermatozoides porcinos (Petrunkina et al., 2005).

En el espermatozoide, la principal estructura citoesquelética de la cabeza es la

teca perinuclear.

2. Anatomia del espermatozoide

El espermatozoide es el producto final del proceso de gametogénesis en el
macho, el cual ocurre dentro de los tubulos seminiferos del testiculo. De
manera general, el espermatozoide de los mamiferos tiene dos componentes

principale s, la cabeza y la cola 6 flagelo (Knobil y Nelly, 1988) (Figura 1).

2.1 Cabeza
De afuera hacia dentro se encuentran en la cabeza del espermatozoide: la
membrana plasmatica, la membrana acrosomal externa, el acrosoma, la
membrana acrosomal interna, la teca perinuclear, la envoltura nuclear y el

nacleo (Figura 2).

2.1.1 Membrana plasmatica. La membrana plasmatica (MP), consiste
en una bicapa lipidica en la cual se encuentran proteinas integrales y
periféricas. La integridad de la MP es importante para la fecundacion, ya que
sb6lo los espermatozoides con membranas intactas pueden sufrir la
capacitacion (Buhr, 1991; Breitbart, 2002; Tienthai et al., 2004) y la reaccion
acrosomal (Yanagimachi, 1981; Nicholas y Stanley, 1989; Abou-Haila y
Tulsiani, 2000).

Muldrew y McGann, (1990) proponen la presencia de un gradiente critico de
presién osmética a lo largo de la MP, como el que ocurre durante el proceso de
congelacion que puede dafiar la MP. Ademas, Buhr et al. (1994), sugieren que
existe modificacion en la composicion lipidica de la MP cuando sufre este

proceso. Asi, Curry (2000) menciona que la membrana plasmatica del



espermatozoide congelado tiene menor capacidad de resistir el estrés osmotico

en comparacién con la membrana plasmatica del espermatozoide refrigerado.
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Figura 1. Estructura general del espermatozoide

Se conoce que el espermatozoide posee dominios especificos en la MP (Miles
et al, 1981; Yescas, 2006). Los dominios pueden definirse como grupos
especificos de lipidos, proteinas y glicoconjugados que pueden actuar de
manera independiente o coordinada en los procesos fisioldégicos de la célula.
Tres son los dominios que han sido identificados en la MP de la cabeza del
espermatozoide de los mamiferos los cuales son establecidos durante la
espermiogénesis (Yanagimachi, 1994; Gadella et al., 1995; Mujica et al., 2003).
Los dominios difieren en sus propiedades quimicas y estructurales y son: 1) el
dominio anterior o acrosomal, 2) el dominio ecuatorial y 3) el dominio posterior

0 postacrosomal (Miles et al., 1981); todos ellos correlacionados o asociados



con la capacidad funcional de la célula para fertilizar al évulo (Yanagimachi,
1981; Fraser et al., 1995). Por lo tanto, estos dominios de membrana, estan
relacionados con la capacidad funcional del espermatozoide (Johnson, 1985) y
los dafios en la estructura de la membrana plasmética de la cabeza podrian
interferir con la capacitacion, la reaccion acrosomal y/o la fusién del
espermatozoide con el évulo (Buhr, 1989).

Se sabe que la congelacion y descongelacién dafia a las células, siendo
numerosas las investigaciones que se han realizado para analizar la naturaleza
del dafio. Una conclusion general de estos estudios es que la membrana
plasmética es el sitio primario del dafio por la congelacién (McGann et 4d.,
1988; Watson, 1995; Noiles et al., 1997; Neild et al., 2003). Sin embargo,
Ostermeier et al.,, (2000) encontraron que los parametros como motilidad,
integridad de la MP o del acrosoma no tienen una correlacion significativa con
la viabilidad espermatica 6 la fertilidad del semen criopresevado en diferentes
especies de mamiferos, por lo que otras estructuras del espermatozoide

pueden alterarse por este proceso.

2.1.2 Acrosoma. El acrosoma puede definirse como un granulo secretor
en forma de capuchon localizado sobre la porcion anterior del nucleo, entre la
membrana plasmatica y la TP y se origina del aparato de Golgi (Alberts et al.,
2002).

La membrana acrosomal interna se continla en el margen posterior del
capuchdn con la membrana acrosomal externa (Alberts et al., 2002). Estas dos
membranas corren paralelamente en la mayor parte de la cabeza del
espermatozoide y rodean una cavidad estrecha que estd rodeada por un
material amorfo y homogéneo (Fawcett, 1970). Sutovsky et al. (2003),
encontraron una estrecha relacién entre la TP y las membranas acrosomales,

lo que sugiere que la TP participa en el ensamblaje del acrosoma.



El acrosoma contiene enzimas hidroliticas como la acrosina, la hialuronidasa y
esterasas, necesarias para que el espermatozoide penetre la corona radiada y
la zona pelldcida durante la fecundacion (Gadella, 1996). Para que estas
enzimas sean liberadas debe llevarse a cabo un proceso llamado reaccién

acrosomal (RA) (Cabello-Agueros et al., 2003).

Buhr (1989), menciona que en el bovino, se han utilizado varias técnicas para
predecir la capacidad fertilizante del espermatozoide congelado, tomando en
consideracion la integridad del acrosoma. Sin embargo, no se ha podido
correlacionar la integridad del acrosoma con la disminucion de ka viabilidad del
espermatozoide (Watson y Plummer, 1985; Heras et al., 1996; Ostermeier et
al., 2000).

2.1.3 Nucleo. EI volumen del nucleo de los espermatozoides de los
mamiferos es menor que el de las células somaticas y su cromatina esta
altamente condensada (Knobil y Nelly, 1988). Generalmente la cromatina tiene
una densidad uniforme, debido al alto grado de compactacion del DNA, sin
embargo puede llegar a contener areas claras, llamadas vacuolas nucleares
(Bedford, 1990). El arreglo de la cromatina se debe a la presencia de una unica

clase de proteinas cromosOmicas: las protaminas (Wykes y Krawetz, 2003).

La envoltura nuclear de los espermatozoides se relaciona de manera estrecha
con la cromatina, posee varios rasgos estructurales poco comunes, como la
presencia de dos membranas separadas de 7 a 10 nm carentes de poros
nucleares, las cuales cerca del polo caudal de la cabeza espermatica se
fusionan con la MP para formar el anillo posterior. Mas abajo del anillo
posterior, la envoltura nuclear asume una apariencia mas tipica, las
membranas se separan por 40 a 60 nm y se extienden en la regién del cuello
lejos de la cromatina. Esta Ultima area recibe el nombre de “envoltura

redundante” y contiene los poros nucleares (Bellvé y O’Brien, 1983).



Si el ndcleo se dafia, no se llevara a cabo la fecundacién debido a que no
tendra la rigidez estructural para penetrar las envolturas del 6vulo. Una de las
funciones de la TP es la de envolver al nacleo para protegerlo y mantenerlo
integro durante la maduracion espermaticay el transito por el tracto femenino,
asi también aporta la rigidez estructural para favorecer la penetracion de las
envolturas del 6vulo (Juarez y Mduijica, 1999). Por otra parte, la TP mantiene
una continuidad estructural con la matriz nuclear, proporcionandole forma al

nucleo (Sutovsky et al., 2003).

2.2 Flagelo
El flagelo es la porcion movil de la célula, que provee la fuerza motriz necesaria
para alcanzar la superficie del 6évulo y lograr la fertilizacion. Consiste en cuatro
diferentes segmentos: pieza conectora (cuello), pieza media, pieza principal y
pieza terminal (Knobil y Nelly, 1988).

La pieza conectora 0 cuello, se extiende entre la cabeza y la pieza media, y
une a la cabeza con el flagelo. En su extremo anterior esta region (articular)
recibe el nombre de capitolio y se une a la placa basal del nucleo por una serie
de filamentos finos. En el interior de la pieza de conexién, inmediatamente por
debajo de la superficie articular del capitolio, hay un centriolo proximal
orientado transversalmente. En los espermatozoides maduros falta

generalmente el centriolo distal.

Otras estructuras dentro de la regién del cuello incluyen la porcién redundante
de la envoltura nuclear, una 6 dos mitocondrias que se extienden de la pieza
media del flagelo, los segmentos iniciales de las fibras densas externas y la
extensién anterior del par de microtibulos centrales del axonema (Bellvé y
O’Brien, 1983).

La pieza media se extiende desde el cuello hasta el anillo posterior de las

mitocondrias y constituye la porcion mas ancha del flagelo, sus principales



caracteristicas estructurales son el axonema, la vaina mitocondrial y las fibras

densas externas.

El axonema est4d compuesto por “9+2” dobletes de microtdbulos (9 pares
periféricos y dos pares centrales). El axonema central aparece rodeado por las
fibras densas externas, las que presentan grandes variaciones de tamafio y
suelen desaparecer hacia el final de la pieza. Por fuera de esta fibras se
encuentran las mitocondrias a manera de collar denominada vaina mitocondiral
gue contiene como su nombre lo indica, una gran cantidad de mitocondrias
(Knobil y Nelly, 1988; Medeiros et al., 2002). La vaina es rica en fosfolipidos y
varia entre especies en el nimero de mitocondrias y la composicion quimica
(Gadella, 1996).

Las mitocondrias proporcionan energia mediante la sintesis de adenosin
trifosfato (ATP) que se utiliza para generar el movimiento del flagelo y mantener
la motilidad (Medeiros et al., 2002). Si las mitocondrias sufren dafo, esto
causaria una disminucion en la produccion de ATP, lo que reduciria la motilidad
de la célula espermatica ocasionando una disminucion en la capacidad
fertilizante (Thomas et al., 1998).

La pieza principal es el segmento més largo del flagelo. Contiene a la vaina
fibrosa que presenta dos engrosamientos que corren a lo largo de la pieza 'y de
las que se desprenden las “fibras circunferenciales” que abrazan a las fibras
densas externas, estas se ramifican y se anastomosan entre si (Knobil y Nelly,
1988).

La pieza terminal es la porcibn mas corta del flagelo. Persiste en ella el
axonema embebido en una matriz amorfa y directamente rodeado por la MP
(Bellvé y O’'Brien, 1983).



3. Teca perinuclear

La TP es el principal elemento citoesquelético de la cabeza del espermatozoide
de los mamife ros (Hess et al., 1993) y constituye un elemento estructuralmente
continuo que envuelve al nucleo, excepto en su base, donde se implanta el
cuello del espermatozoide (Lalli y Clermont, 1981; Longo et al., 1987; Juarez-
Mosqueda y Mujica 1999; Rousseaux-Prévost et al., 2003). Morfolégicamente,
este elemento ha sido dividido en dos regiones: la capa subacrosomal, que
llena el espacio entre la membrana acrosomal interna y la envoltura nuclear y la
capa postacrosomal o céliz que es la extension caudal de la anterior y llena el
espacio entre la envoltura nuclear y la membrana plasmatica (Oko y Clermont,
1991; Fouquet y Kann, 1994; Oko y Morales, 1994). A su vez, la capa
posacrosomal, se puede dividir en tres hojas: a) la hoja postacrosomal la cual
€s una capa electrodensa que se encuentra entre la capa posacrosomal y la
hoja paracristalina (Manandhar y Toshimori, 2003), b) la hoja paracristalina que
es material denso compuesto por un arreglo de fibras rigidas paralelas, que
esta asociado con la MP y c) la capa posacrosomal (Mdijica et al., 2003) (Figura
2).
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Figura 2. Esquema de los componentes que forman la cabeza del espermatozoide de los
mamiferos y  morfologia de la teca perinuclear. A: acrosoma; N: nucleo; F: fosa de
implantacion; C: centriolo

3.1 Subestructuradela TP

Juérez-Mosqueda y Mujica (1999), encontraron que la TP de espermatozoides
de varias especies (conejo, borrego, bovino, cerdo y cobayo) presenta una
subestructura en la porcién apical de la hoja postacrosomal, cuya forma es
especifica por especie y que se encuentra rodeando la cabeza espermatica a
nivel del segmento ecuatorial (Ellis, 2002; Gutiérrez-Pérez, 2006; Martinez et
al., 2006). En el cobayo su formacion ocurre durante el transito del
espermatozoide por el epididimo y se pierde durante la reaccién acrosomal. Se
ha considerado que esta subestructura podria ser utilizada como un marcador
morfolégico para evaluar la integridad de la TP.



Juérez-Mosqueda y Mujica (1999), describieron la subestructura de la TP en el
cerdo, como pequefias proyecciones a manera de “pestafias”, las cuales fueron
observadas en el MET por tincion negativa (Figura 3), esta subestructura fue
morfolégicamente similar a la subestructura del cobayo.

Figura 3- Subestructura de la TP del cerdo a manera de pestafias (flechas), reportada por
Juarez-Mosqueda y Mujica (1999). Barra, 500 nm.

3.2 Funciones y proteinas de la teca perinuclear

En relacion a las proteinas presentes en la TP, cabe mencionar que se han
identificado proteinas de pH basico tanto en la capa subacrosomal como en la
capa posacrosomal (Longo et al., 1987; Oko y Maravei, 1994; Lecuyer et al.,
2000;). La mayoria de las proteinas son especificas de la TP aunque algunas
se encuentran presentes también en células sométicas. Sin embargo, en el
espermatozoide varias proteinas aun continlan siendo desconocidas (Longo et
al., 1987; Muijicaetal., 2003).



A continuacion las funciones de la TP son descritas junto con las proteinas que

han sido involucradas en las mismas:

3.2.1 Mantenimiento de dominios de la membrana plasmética. La
MP del espermatozoide tiene propiedades Unicas en la superficie y esta
organizada en cihco dominios mayores (Virtanen et al., 1984; Yagi y Paranko,
1995; Yescas, 2006), tres de los cuales se encuentran en la cabeza: el anterior,
del segmento ecuatorial del acrosoma 'y de la region posacrosomal (Miles et al.,
1981). Diversas moléculas de sefializacion de superficie y receptores
implicados en la fertilizacion y desarrollo estan ancladas en los dominios de la
MP. Durante la capacitacion y la reacciébn acrosomal ocurren reacomodos
especificos de particulas intramembranosas quedando localizadas en dominios
diferentes (Yanagimachi, 1994). El dominio de membrana de la regidn
ecuatorial del acrosoma, formado durante la RA, es reconocida por la MP del
huevo para unirse y fusionarse. La posicion y la motilidad de proteinas
transmembranales estan controladas por vinculos entre el citoesqueleto y la
MP (Mujica et al.,, 2003). En esta funcién podrian estar involucradas las
proteinas actina, cilicina | y Il asi como espectrina, las cuales se describen a
continuacion.

Actina (43kD). Es la principal proteina citoesquelética de todas las células de
mamiferos y se encuentra en espermatozoides maduros (Fouquet et al., 1990;
1991; Panarko et al., 1994; Howes et al.,, 2001). Ha sido encontrada en la
region posacrosomal de la TP en los espermatozoides de toro, conejo y cerdo,
no asi en humano y hamster (Flanerty et al., 1988). Una funcién comudn de las
estructuras citoesqueléticas de actina consiste en endurecer o cambiar la forma
de la MP (Alberts et al, 2002). La actina-F ha sido implicada en la
estabilizacion de la subestructura de la TP, ya que la pérdida de actina-F que
ocurre durante la reaccion acrosamal en el espermatozoide del cobayo
ocasiona la pérdida de la subestructura, al igual que el tratamiento de las
células con citocalasina D (un agente desestabilizador de actina-F) (Juarez-

Mosqueda y Mujica, 1999).



Cilicina I y Il (74 y 53 kD). Son protehas especificas de la TP, tieron
localizadas por inmunofluorescencia en la regién postacrosomal (caliz) en
espermatozoides epididimarios y maduros del ser humano y el bovino (Hess et
al., 1995). Por otro lado s6lo un papel estructural en el céliz ha sido sugerido
para ambas cilicinas (Hess et al., 1995).

Espectrina. Se ha encontrado que la espectrina une proteinas a lo largo de la
cara nuclear de la membrana acrosomal interna. Ha sido detectada en la cara
citoplasmatica mas externa de la region posacrosomal (Yagi y Paranko, 1995;
Kann et al., 1993).

3.2.2 Penetracion del espermatozoide a través de las envolturas del
ovulo. La capa subacrosomal le confiere un caracter rigido a la porcion anterior
de la cabeza espermatica, que puede ser significativo en la penetraciéon de las
vestimentas del 6vulo (Yagi y Paranko, 1995). Las proteinas que se encuentran
en esta region son las Cilicinas | y Il (descritas previamente) asi como PERF
15, la cual se describe a continuacion.

PERF (15y 15.5 kD) Se localiza en la regién subacrosomal o perforatorium de
la TP (Oko y Morales, 1994) y es el componente mas abundante de la TP del
raton y de la rata Morales et al., 1999; Mdujica et al., 2003). Esté relacionada

con la superfamilia de proteinas de anclaje de lipidos (Sutovsky et al., 2003).

3.2.3 Activacion del ovocito. Posteriormente a la penetracion del
espermatozoide al huevo, la TP es removida y las proteinas de ésta son
liberadas hacia el citoplasma del huevo. Kimura et al. (1998), encontraron que
las cabezas espermaticas tratadas con Triton (detergente neutro) poseen la
capacidad de activar al ovocito, mientras que las cabezas espermaticas
tratadas con SDS (detergente anionico) no. La diferencia entre estos dos tipos
de cabezas esperméticas es la presencia o ausencia de la TP. También,

encontraron en la cabeza de espermatozoide de ratdon, un factor de activaciéon



del ovocito, SOAF, el cual se forma durante la transformacion de las
espermatidas redondas a espermatozoide (Sutovsky et al.,1999). Por otro lado,
Sutovsky y Schatten (2000), indicaron que estos factores pueden ser liberados
de las cabezas de los espermatozoides de mamiferos por un proceso de
congelacion-descongelacion 6 por extraccion quimica.

Asimismo, la TP es considerada como un reservorio de moléculas de
sefalizacion que pueden desencadenar la activacién del ovocito, asi como la
antipoliespermia y el desarrollo embrionario temprano (Mujica et al., 2003;
Sutovsky et al., 2003).

3.2.4 Descondensacién del material genético. Juarez-Mosqueda y
Mujica (1999), indicaron que la formacién de la subestructura de la TP, esta
aparentemente relacionada con la estabilidad de la TP requerida para la
proteccién de la cromatina espermatica (Sutovsky et al., 1997). Se puede decir
que el citoplasma del ovocito (Sutovsky, 2003), tiene la capacidad de
descondensar a la TP, y los productos de ésta, tienen la propiedad de activarlo
(Kimura et al., 1998). Sutovsky et al. (1997), enfatizaron la importancia de la
eliminacion de la TP, para la conversion del nucleo espermatico dentro del
prondcleo masculino. Asimismo Oko y Maravei (1994), detectaron proteinas
parecidas a las histonas en la hoja subacrosomal de la TP, tomando esta
referencia, Sutovsky et al. (2003), sugieren que estas proteinas, podrian
convertirse en una fuente de aporte rapido de histonas en los estadios

tempranos del desarrollo del pronucleo masculino.

El factor de transcripcion Stat 4, se encuentra en niveles altos en la TP del
espermatozoide maduro Herreda y Wolgemuth, 1997). La presencia de un
potencial factor de transcripcion como Stat 4 en la TP puede sugerir que esta
estructura tiene otra funcién ademas de la estructural, ya que se ha observado
en estudios in vitro, que al reducir la TP se logra extraer la proteina Stat 4 sin

ningun rompimiento proteolitico (Herrada y Wolgemuth, 1997).



3.2.5 Proteccién del ADN espermético. En esta funcién ha sido
involucrada la Calicina (60 kDa) (Von Bolow et al., 1997; Lecuyer et al.,
2000), que ha sido identificada como una proteina de unién a actina
perteneciente a la familia kelch y se localiza en la regién postacrosomal 6 caliz
de la TP del espermatozoide maduro en raton, toro y humano (Longo et al.,
1987).

Otras proteinas encontradas en la TP son: Calmodulina (17kD) se ha
encontrado en diversos especies como carnero, conejo, cobayo, hamster,
humano, rata y raton (Kann et al., 1991). Esta proteina ha sido reportado en la
region postacrosomal, en la region subacrosomal e inclusive en toda la TP
(Leclerc y Goulpil, 2000). Arp T1 y Arp T2 (40kD), las cuales han sido
relacionadas con actina. Se localizan en el caliz de espermatozoides del
hombre y del bovino (Heid et al., 2002). Asimismo las proteinas llamadas
Tecinas (70, 50 y 48 kD) han sido localizadas en toda la TP. La TP también
contiene un grupo de proteinas denominadas banda multipeptidica (PMB)
(Dadoune, 2003). Por ultimo, dentro de la familia de las Distrofinas se han
identificado las isoformas Dp71f y b-distrobrevina. La primera ha sido

identificada en la hoja postacrosomal y la segunda en la region subacrosomal.

4. Fisiologia espermatica
Para que el espermatozoide pueda fertilizar al 6vulo, éste debe de realizar dos
procesos fisiologicos en el tracto reproductor de la hembra: la capacitacion y la

reaccion acrosomal.

4.1 Capacitacion
Para que el espermatozoide eyaculado pueda fertilizar al 6vulo, requiere de un
periodo en el tracto reproductor de b hembra que dura alrededor de 5 a 6
horas en el cerdo (el tiempo depende de la especie) (Moore, 1985; Holt, 1996;
Hunter et al., 1998) que prepara a la célula para la reaccion acrosomal (RA).



Durante la capacitacion, la MP experimenta cambios fisicos y bioquimicos,
entre los que se incluyen incremento en la fluidez de la membrana, cambios en
la composicion de los lipidos asi como la disminucion de colesterol y un
aumento en lipidos fusogénicos. Estas modificaciones estan relacionadas con
cambios especificos en el transporte de Ca?*, y con los patrones de motilidad,

como la hiperactivacién (Breitbart, 2002; Tienthaiet al., 2004).

Es decir, las alteraciones en las propiedades fisicas de la membrana pueden
influir en la movilidad, conformacion y activacion de las enzimas asi como en el
transporte molecular, ya que podrian afectar la capacidad del espermatozoide
para controlar la concentracién del calcio y/o pH internos, ya que durante este
proceso ocurre un aumento en la concentracion de calcio libre intracelular y un

aumento en el pH interno (Yanagimachi, 1994).

Todos estos cambios podrian ser el resultado de la remocion de glicoproteina
y/o proteinas adsorbidas en la superficie del espermatozoide. El requerimiento
de calcio presumiblemente es un reflejo de la dependencia de calcio de la
adenilato ciclasa espermatica. Esto debido a que se ha observado que durante
la capacitacion existe una elevacion en los niveles de AMPc y en la
fosforilacion de proteinas esperméticas. Una de las proteinas fosforiladas
durante la capacitacion es la fosfolipasa C, que cataliza la conversion del
fosfatidilinositol trifosfato en diacilgliceron e inositol trifosfato, los cuales han

sido involucrados en el incremento de la fluidez de la MP (Aitken, 1997).

Cabe mencionar que la capacitacion espermatica ocurre cuando el
espermatozoide se encuentra dentro de la tuba uterina, aiin cuando no es claro
cdmo se modula este evento (Tienthai et al., 2004) y sélo los espermatozoides
no capacitados se unen al epitelio de la tuba uterina, ya que los
espermatozoides capacitados presentan una reduccion en la capacidad de

unién (Rodriguez-Martinez et al., 2001).



4.2 Reaccion acrosomal

La reaccion acrosomal (RA) es un proceso de exocitosis regulada que
conducen a la liberacion de las enzimas proteoliticas del acrosoma, las cuales
son esenciales para que el espermatozoide atraviese las envolturas del 6vulo.
La exocitosis ocurre como consecuencia de una sefial externa, la cual es
transmitida hacia el interior de las células via segundos mensajeros Yy/o
cambios en la permeabilidad a los iones de la m embrana (Morales et al., 1999).
Como inductores de la RA se encuentra la zona pelucida y la progesterona
(Hernandez-Gonzalez et al., 2000). In vivo, la RA es inducida por una
glicoproteina de la zona pelacida (ZP3) que es capaz de elevar la
concentracion de calcio interno a niveles micromolares en 30-50 milisegundos.
Este flujo de calcio es el mecanismo que dispara la RA (Abou-Haila y Tulsiani,
2000). La RA puede ser inducida in vitro en espermatozoides capacitados con
estractos de zona pelucida solubilizada o con ligandos como la progesterona, el
factor de crecimiento epidermal o el ion6foro de calcio A23187 (Breitbart y
Naor, 1999).

La transduccion de sefial es a través de una via muy compleja que inwlucra a
multiples elementos y efectos, entre los cuales se pueden incluir el calcio, pH,
proteinas-G, metabolismo del inositol, lipopolisacaridos y el AMPc. El calcio
intracelular actla via modulacion de la actividad de una gran variedad de
sistemas enziméticos promoviendo la fusiébn de la membrana acrosomal

externa y la membrana plasmatica (Yanagimachi, 1994).

Inmediatamente después de la union del espermatozoide (receptor) a la zona
peldcida (ligando), la membrana acrosomal externa se fusiona en multiples
sitios con la MP que recubre al acrosoma, lo que resulta en la liberacién del
contenido acrosomal, enzimas como la acrosina y la hialuronodasa. Sin
embargo esto no ocurre en la region ecuatorial de la MP (Flesch y Gadella,
2000). La RA es un requisito absoluto para la fusion espermatozoide-ovulo,
esto sugiere que la MP que recubre al segmento ecuatorial sufre un cambio

fisiol6gico mayor que vuelve al espermatozoide competente para fusionarse.



Asi, esta membrana posee una proteina con propiedades fusogénicas. Una
molécula de adhesién candidata para este proceso es la proteina espermatica
cirestestina, que pertenece a la familia de proteinas de adhesién a matriz
extracelular (ADAMS), que se asocia con la membrana acrosomal interna, y
gue durante el proceso de capacitacion y/o RA migra al segmento ecuatorial.
En conclusién, como resultado de la RA se presenta un nuevo dominio en la
MP a nivel del segmento ecuatorial y posacrosomal, que presenta las proteinas

necesarias para la fusion con la membrana del 6vulo.

4.3 Fertilizacion
La fertilizacion se define como un fenédmeno mdltiple que comienza con la
interaccion y subsecuente fusion de los gametos y culmina con la asociacion de
los cromosomas correspondientes derivados de los dos pronucleos, el materno

y el paterno, etapa conocida como singamia (Flesch y Gadella, 2000).

En el espermatozoide, los eventos que se llevan a cabo después de la fusion
de las membranas y la incorporacion del gameto al citoplasma del ovocito son:
la ruptura de la envoltura nuclear, la desestructuracion de la TP, la
descondensacion de la cromatina espermética y la formacion del pronucleo
masculino (Bedford, 1990; Sutovsky et al.,2003).

Inmediatamente después de la incorporacion del espermatozoide al citoplasma
del huevo, la envoltura nuclear se rompe y la cromatina espermatica queda
rodeada solo por la TP. Esta Ultima representa una barrera para la
descondensacion el material genético del macho (Kimura et al., 1998). La
destruccion de la TP comienza a partir de la porcion apical de la region
posacrosomal (Yanagimachi, 1994) y se ha encontrado que la
descondensacion del ndcleo espermatico también comienza en la porcion
apical de la region postacrosomal. La destruccién de la TP debe acontecer
como un requisito para el proceso de descondensacion y la formacion del
pronucleo (Sutovsky y Schatten, 2000).



Jager et al. (1990), al estudiar la descondensacion del nucleo espermatico
inducida por heparina, observaron que aun cuando la membrana celular se
encuentra dafiada, la heparina es incapaz de inducir la descondensacion del
ndcleo espermético. Sin embargo, esto si ocurre en los espermatozoides
congelados -descongelados ya que los autores mencionan que debe existir un
dafio interno en la célula (citoplasma?). Juarez (1995), encontrd que cuando la
TP se encuentra dafiada el nucleo del espermatozoide del cobayo es capaz de

descondensarse en presencia de heparina.

Por otra parte, se ha mencionado que si ocurre un dafio en la cromatina puede
ocurrir infertilidad 6 muerte embrionaria precoz, esb ultimo relacionado con una
alteracion en el proceso de condensacién-descondensacion de la cromatina

espermatica (Cordova et al., 2001; 2006).

5. Utilizacién de la Inseminacion Artificial

En las dltimas décadas, el uso de la IA en cerdos usando semen refrigerado,
ha tenido un fuerte incremento en nuestro pais. Dentro de las ventajas de su
uso se encuentra un facil manejo del semen, el menor riesgo de introduccién
de enfermedades en el hato, la disminucion de la cantidad de verracos

necesarios en el hatoy mayores opciones para el mejoramiento genético.

A nivel mundial, se estima que anualmente se realizan 19 millones de
inseminaciones en la especie porcina, de las cuales el 99% son realizadas con
semen refrigerado que ha sido diluido y almacenado entre los 15 a 20 °C
(Johnson et al., 2000); y de ellas el 85% son utilizadas el mismo dia de su
recoleccion, 6 al dia siguiente (Gadea, 2003). Uno de los mayores problemas
encontrados con el uso de semen fresco diluido, es la pérdida de la viabilidad
asociada con el almacenamiento. El mantenimiento del semen de verraco a
15-16°C por mas de 2 a 3 dias (Cérdova, 2000), resulta en una disminucién
gradual en la motilidad y capacidad fecundante (Renard et al., 1996), esto, aun

con el empleo de diluentes de larga accion (7 -8 dias) (Mc Donald, 1991).



La IA utilizando semen cangelado-descongelado del verraco, no ha alcanzado
el mismo nivel de difusion que en los bovinos (Foote, 2002), principalmente
debido a: 1) la variacion en el éxito de la congelacion del semen entre verracos,
2) a la elevada concentracién de espermatozoides requeridos por dosis y 3) a
la disminucion en la fertilidad y el tamafio de camada, al compararlo con el
semen refrigerado (Reed, 1985; Hooper, 1986; McDonald,1991; Rodriguez y
Eriksson, 1994; Ostemeier et al., 2000). Por ello, desde hace varios afios la
meta en la tecnologia del semen congelado del cerdo es el de alcanzar (de
manera consistente y bajo condiciones de campo), tasas de partos en un rango
de 65 a 70%, y la utilizacion de no méas de 1 x 10° de espermatozoides por
dosis, permitiendo asi el uso racional de los eyaculados para la produccién de
reemplazos de raza pura dentro de programas de mejoramiento genético
(Foote, 2002).

5.1 Uso de semen fresco yrefrigerado
El semen fresco se obtiene y se utiliza el mismo dia conservandose a
temperatura ambiente, en un lapso de no mas de tres horas (Guzman, 2003).
El semen refrigerado es aquel que se conserva por periodos de 2 a 3 dias
(diluyentes de corta accién) 6 por periodos mas largos que van de los 5, 7 y
hasta 10 dias (diluyentes de larga accién). En ambos casos el semen debe
mantenerse a una temperatura de 15° C pam su conservacion (Cordova,
2000). Se ha propuesto también una temperatura de conservacion de 5° C, sin

embargo no es la més utilizada (Johnson et al., 2000).

5.2 Diluyentes usados en el semen refrigerado
Los diluyentes son soluciones acuosas que se emplean con la finalidad de
preservar las caracteristicas funcionales de las células espermaticas y
aumentar el volumen del eyaculado para conseguir un mayor numero de dosis
para inseminacion. Para conservar la viabilidad de los espermatozoides
durante periodos prolongados, es necesario que se reduzca la actividad

metabdlica de éstos, empleando para ello un medio adecuado de dilucién y



reduciendo la temperatura (Gadea, 2003). Para cumplir con dicho propésito, el
diluyente debe aportar los nutrientes necesarios para el mantenimiento
metabdlico de la célula espermatica (glucosa, dextrosa y/o trehalosa),
protegerla del choque térmico por frio como la albumina sérica bovina (BSA),
regular el pH del medio (Bicarbonato, TRIS y/o HEPES), controlar la presion
osmoética (sales de NacCl, KCI) e inhibir del desarrollo bacteriano (antibi6ticos)
(Johnson et al., 2000; Watson, 2000).

Los diluyentes que se utilizan para tal fin, han sido clasificados en dos grupos:
conservacion a corto plazo (1 a 3 dias) como Kiev, Modena y BTS (Conejo et
al.,1996) y los de conservacion a largo plazo (mas de 4 dias), como MR-A,
Androhep y Reading. La ventaja de los diluyentes de larga accién es la
posibilidad de trasportar el semen a largas distancias (Gadea, 2003), asicomo
una mejora de la genéticaen forma acelerada (Conejo et al., 1996).

El semen conservado a 5° C requiere la adicion de sustancias crioprotectoras,
como la yema de huevo y/o leche. Los medios mas utilizados son el Serdiuk y
el Kato los cuales estdn compuestos de glucosa, bicarbonato de sodio, acido
citrico y yema de huevo. El descenso de la temperatura debe realizarse en

forma gradual para evitar el choque térmico (Johnson et al., 2000).

5.3 Uso de semen congelado-descongelado
La congelacion de semen es un proceso que permite conservar a los
espermatozoides por largo tiempo (Eriksson y Rodriguez-Martinez, 2000).
Adicionalmente, esta técnica permite almacenar el semen de animales
valiosos, eliminar las limitaciones de manejo y/o sanitarias que impedirian la
utilizacion de algunos individuos y facilita la transferencia del material genético
(Eberhard, 1995; Holt, 1996).

El proceso de congelacion consta de diferentes etapas como enfriado,
deshidratacién celular, congelacion, descongelacion y rehidratacién celular

entre otras (Eriksson y Rodriguez-Martinez, 2000). Aun cuando en este



proceso ocurren cambios que modifican y/o alteran a la célula espermatica, se
menciona que la mayor desestabilizacibn ocurre durante el proceso de
congelacion-descongelacion, debido a que en la MP se lleva a cabo una
transicion de fases (Graham y Mocé, 2005). La transicion de fases es el cambio
fisico que sufren los lipidos de la MP, la cual se encuentra en un estado liquido
cristalino, pero al congelarse la MP se vuelve mas rigida y poco elastica al
adoptar un estado de gel (Holt, 2000; Chen et al., 2002). Este evento puede

dafar la MP de manera irreversible (Patist y Zoerb, 2005).

5.4 Diluyentes utilizados para la congelacién del semen.

Los diluyentes empleados para la congelacién del semen tienen las mismas
caracteristicas que los diluyentes para semen fresco refrigerado, sin embargo,
para evitar que se formen los cristales de hielo se les agregan crioprotectores
los cuales pueden ser de dos tipos: los que penetran a la célula (de bajo peso
molecular) (Mizukami et al.,1999; Holt, 2000) y los que actlan desde el exterior
(de alto peso molecular). En el primer grupo se encuentran el glicerol, el
dimetilsulfoxido (DMSO), el eritreitol, el adonitol el propilenglicol y la acetamida.
Si bien estos cinco ultimos crioprotectores han permitido mejorar la motilidad
postdescongelacion, no han aumentado la viabilidad de los espermatozoides
(Johnson et al., 2000).

El glicerol es el que mas se ha incluido en los diluyentes para el congelamiento
del semen, tanto del cerdo como de otras especies (aun cuando la
concentracion Optima no ha sido estandarizada). El glicerol tiene la propiedad
de que puede insertarse en el interior de la bicapa de la membrana plasmética
(MP) y al hacerlo probablemente induzca alteraciones en sus propiedades
debido a una reacomodacion de los lipidos, y por lo tanto esté afectando la
estabilidad y la permeabilidad de la MP (Watson, 1995). Se menciona que
concentraciones de glicerol entre 2 y 6 % pueden dar buenos resultados
(Bwanga, 1990; Bamba y Adams, 1990; Anchordoguy et al., 1991; Hofmo y
Almlid, 1991; Fiser, 1991) y suele adicionarse cuando el semen se encuentra a
una temperatura de 5°C (Watson, 1995).



Dentro de los crioprotectores que actuan fuera de la célula, se ubican los
azlcares como la glucosa, la fructosa, la sacarosa, la lactosa, la trehalosa y la
polivinilpilorridona; en este grupo se encuentra también la yema de huevo. Si
bien solo los crioprotectores del primer grupo siguen siendo los mas
ampliamente utilizados como crioprotectores en una gran variedad de células y
tejidos, la yema de huevo sigue siendo adicionada de manera rutinaria desde
hace varias décadas, porque su adicion disminuye el efecto provocado por un
choque por frio (Anchordoguy et al., 1987;1991; Bamba y Adams, 1990;
Bwanga, 1990). Esto es debido a que uno de sus principales componentes es
una lipoproteina de baja densidad que tiene un efecto protector sobre la MP y a
que evita el doblamiento o enrollamiento del flagelo, que trae como
consecuencia una disminucion en la motilidad progresiva de la célula
espermatica (Holt, 2000). Adicionalmente, de manera regular a los diluentes a
base de yema de huevo se les agrega una sustancia surfactante como el
Orvus-Es-Paste, el cual modifica las particulas de la yema de huevo facilitando
asi la interaccion de éstas con la MP del espermatozoide (Holt, 2000; Watson,
2000).

5.5 Dafios por congelacion
Se ha mencionado que el dafio primario en las células por el proceso de
congelacion-descongelacién es en la MP (McGann et al., 1988; Neild et al.,
2003). Sin embargo, Ostermeier et al. (2000), consideran que las evaluaciones
de integridad de la MP o del acrosoma no tienen una correlacion significativa
con la viabilidad espermética 6 la fertilidad del semen bovino criopreservado,
por lo que otras estructuras del espermatozoide pueden alterarse en este

proceso.

Por otra parte, el enfriado y la congelacion de semen inducen cambios en los
espermatozoides parecidos a los producidos en el proceso de capacitacion,
esto ocasiona que la MP se desestabilice, se vuelva mas fluida y sea mas
susceptible a que ocurra la RA de forma prematura (Johnson et al., 2000). De

esta manera la vida de los espermatozoides se acorta considerablemente, lo



gue significa que estan “envejecidos”, por lo que la oportunidad de poder
fertilizar al ovocito es significativamente menor (Watson, 2000; Bailey et al.,
2000). Por esta razén, Watson (1995), recomienda tasas lentas de enfriado,

que permitan al agua salir de la célula y congelarse fuera de ella.

Ademas, dafios en el acrosoma o en la cromatina, puede originar infertilidad 6
muerte embrionaria, esto Ultimo debido a una alteracion durante el proceso de
condensacion-descondensacion de la cromatina espermética (Cordova et al.,
2001).

Diversas investigaciones sefialan que durante la criopreservacion las células
pueden dafiarse debido a la formacion intracelular de cristales de hielo y por los
cambios que acompafian a dicho proceso como los cambios osmaticos, dando
como resultado la deshidratacion de las células, lo que afecta la supervivencia
de éstas (Hammerstedt et al., 1990). Los cambios osméticos producen una
serie de eventos que influyen en la capacidad de las células para mantener los
procesos de sefializacion. El incremento de calcio intracelular y la salida del
colesterol de la MP ocurre en los espermatozoides criopreservados (Holt y
North, 1994; Meyers, 2005). Medrano y Holt (1998), consideran que la
formacion intracelular de hielo debe evitarse para reducir el dafio celular

durante este proceso y aumentar la supervivencia espermética.

Después de la formacion del hielo, la concentracion de solutos excede su
solubilidad y se precipitan, fendbmeno que se conoce como punto eutéctico
(temperatura a la cual la concentracion de solutos exceden su solubilidad y
dejan de ser solubles precipitandose), provocando cambios en la osmolaridad y
un acortamiento de la MP (Watson, 1995). Petrunkina et al. (2004, 2005),
sugiere que el citoesqueleto juega un papel importante en el envio y traduccion
de las sefiales que controlan los cambios de volumen, por lo que un
citoesqueleto integro es de vital importancia en la funcionalidad y supervivencia

celular posterior al proceso de congelacion.



Silva et al. (2006), mencionan que para una concepcion exitosa, el
espermatozoide debe mantener la membrana, organelos y genoma,
funcionando adecuadamente, si esto no ocurre, el espermatozoide se

considera deteriorado y sin la capacidad de fertilizar al ovocito.

5.6 Criopreservaciéon del semen porcino

El semen porcino se caracteriza por obtenerse en grandes volimenes y por ser
muy sensible al choque por frio. La fertilidad del espermatozoide en esta
especie declina drasticamente después del proceso de congelacion-
descongelacion (Johnson et al.,, 1981; Thomas et al., 1998; Johnson et al.,
2000; Guthrie y Welch, 2005). Diversos autores reportaron cambios en la
fluidez de la membrana plasmética del espermatozoide porcino durante el
enfriado, congelado, descongelado y consideraron que algunos de ellos son
irreversibles (Buhr et al., 1994; Neild et al., 2003). El cambio en la fluidez hace
gue la MP se desestabilice y sea susceptible a que ocurra una reaccion
acrosomal prematura, lo que trae como consecuencia que la vida de los
espermatozoides se vea acortada. Si bien las técnicas morfologicas han
proporcionado detalles de los dafios ocasionados a la MP, los resultados no
siempre han estado correlacionados con el porcentaje de fertilidad (Rodriguez -
Martinez et al., 1996).

Para lograr el congelamiento exitoso del semen porcino, se han venido
ensayando diferentes concentraciones espermaticas en combinacion con el
empleo de diversas técnicas de congelacion-descongelacion (Bwanga, 1991;
Bwganda et al., 19912; 1991°; 1991% 1991%: lograndose con ello el uso
comercial de pellets (Pursel y Johnson, 1975), maxi pajillas, midi y mini pajillas
(Westendorfet al, 1975; Weitze etal., 1988; Bwanga et al., 1990).

Actualmente, el método mas usado es el de las maxi pajillas de 5 ml, las cuales
son mas faciles de manejar, identificar, almacenar y descongelar. Sin embargo,
su diametro es una desventaja para el congelamiento uniforme de los

espermatozoides, comparado con las mini o midi pajillas, ya que al tener un



radio mayor, se interfiere con la eficiente disipacion de calor (Medrano y Holt,
1998). Sin embargo, independientemente del método utilizado al evaluar la

calidad y capacidad fecundante del semen descongelado los resultados

obtenidos han sido muy similares.

6. Evaluacion de la calidad del semen

Una de las variables mas ampliamente usadas para evaluar la calidad del
semen después de la congelacion-descongelacion ha sido la motilidad
progresiva, que se evalla en el microscopio éptico. El uso del citometro de flujo
para el analisis espermético ha conducido a métodos mas cuantitativos para
evaluar la viabilidad del espermatozoide (Johnson et al., 2000), sin embargo
aunque este procedimiento es valioso, no siempre es exacto. Samper (1991),
report6 que espermatozoides con motilidad progresiva baja (< 20%) se
considera de calidad pobre, pero muestras de semen con una motilidad alta
(>50%) podrian, por otra parte, contener dafios que no afecten la motilidad del
espermatozoide.

Estudios realizados en Europa y en los Estados Unidos muestran que la
motilidad espermética en cerdos puede variar entre un 20 y un 50% después
de la descongelacion, encontrandose tasas de pariciones que pueden ir del 40
al 70%, mientras que el tamafio de camada va de 6 a 10 lechones (Almlid y
Hofmo, 1996). En estos reportes se encontré que los espermatozoides de la
raza Landrace mantuvieron el mayor porcentaje de motilidad (34%), sobre los
de las razas Yorkshire (29.9%) y Duroc (21.8%). Asimismo, en comparacion
con el uso de semen fresco diluido o la monta natural, la tasa de partos y el
namero de lechones nacidos vivos resulté menor usando semen congelado-
descongelado, sobre todo en la raza Duroc. Por ello, el congelamiento del
semen del cerdo ha probado ser comercialmente menos atractivo que la del
semen de bovino (Hooper, 1986; Rodriguez-Martinez y Eriksson, 1994).



Por lo anterior, el congelamiento exitoso del semen de cerdo depende de la
comprension de los factores que influencian la capacidad del espermatozoide
para resistir el congelamiento y el descongelamiento. Estos factores pueden
ser clasificados en dos categorias: 1) factores internos o fijos, como las
caracteristicas inherentes del cerdo, en el eyaculados y en el espermatozoide,
y 2) factores externos, como la composicién del diluyente, el tipo y la
concentracion de los agentes crioprotectores, la rapidez del enfriamiento y el
congelamiento, el tiempo en el que el semen desciende su temperatura, el
método de congelacion y descongelacion del semen (Watson, 1995; Curry,
2000; Holt, 2000).



1. JUSTIFICACION

En la actualidad el uso del semen congelado para inseminacién artificial en la
especie porcina, es muy limitado (Wongtawan et al., 2006), esto debido a la baja
viabilidad de los espermatozoides después del proceso de criopreservacion
(Watson, 2000; Meyers, 2005).

El semen porcino difiere del de otras especies de animales domeésticos, ya que es
producido en gran volumen y es extremadamente sensible al choque por frio
inmediatamente después de su coleccion y sélo tolera niveles relativamente bajos
de glicerol para el congelamiento. Estas caracteristicas son de gran importancia a
considerar en el procedimiento para su criopreservaciéon (Bwanga et al., 19902;
1990 Fiser, 1991; Fiser y Fairfull, 1996; Johnson et al., 2000; Cerolini et al.,
2001; Patist y Zoerb, 2005; Guthrie y Welch, 2005), ya que se sabe que la
criopreservacion induce dafios en el espermatozoide (Watson, 2000; Holt et al.,
2005; Meyers, 2005).

La valoracion de la motilidad y de la morfologia son aun los estandares comunes
para determinar la viabilidad del espermatozoide in vitro, a pesar de que se
conoce que el espermatozoide que sobrevive el congelamiento puede ser motil
pero no necesariamente fértil (Polge, 1956). Se ha sugerido que otras estructuras
internas pueden verse afectadas por dicho proceso, por lo tanto, la valoracién de
la integridad de la TP, una estructura espermatica interna que ha sido involucrada
en eventos importantes antes y después de la fertilizacion, puede ser de utilidad

en el futuro para poder optimizar los métodos de congelacion de semen porcino.



IV. HIPOTESIS

El proceso de congelacion y descongelacion del semen de cerdo dafia la teca

perinuclear de los espermatozoides.

V. OBJETIVO GENERAL

Valorar el efecto de la congelacién-descongelacion sobre la integridad morfologica

y bioguimica de la TP de los espermatozoides de cerdo.

Objetivos especificos

1. Estimar el promedio de la longitud, ancho y separacion de las pestafias de la
subestructura de la TP del espermatozoide del cerdo.

2. Evaluar la integridad de la subestructura del espermatozoide porcino, antes 'y

después del proceso de congelacion-descongelacion y la influencia de
individuo.
3. Relacionar la integridad de la TP con la integridad del acrosoma.

4. |dentificar el patrén de proteinas extraidas de la TP antes y después del

proceso de congelacién-descongelacion.



VI. MATERIAL Y METODOS

1. Animales

Las muestras de semen fueron obtenidas de 12 verracos fértiles de cuatro
diferentes razas Duroc (n=3), Landrace (n=3), Yorkshire (n=3) y Peldn
mexicano (n=3). Los eyaculados (dos de cada animal), fueron obtenidos por el
método de la mano enguantada. Los cerdos provenian de granjas ubicadas en
Tepic, Nayarit; Tepeji del Rio, Hidalgo y del D.F. Para el transporte del semen
hasta el laboratorio y equilibrio del mismo, las muestras fueron diluidas en una
proporcién 1:1 con el diluyente de larga accion MR-A (Kubus) o IMV XT-R y
mantenidas a 18-20°C durante este tiempo (con excepcion de las provenientes
de la granja ubicada en el estado de Nayarit, las que se procesaron en el
mismo sitio). El descenso de temperatura se realizO de manera gradual,
introduciendo para ello bolsas de refrigerante, por periodos cortos, en la hielera

de transporte.

1.1 Evaluacién espermatica

Los eyaculados fueron evaluados macroscopica y microscopicamente.
Solamente las muestras que presentaban una motilidad progresiva minima de
80%, un porcentaje de anormalidades menor al 15% y una concentracion
espermatica minima de 150 x 10° cels/ml fueron incluidas en este estudio. La
motilidad fue evaluada en una gota de semen colocada en un portaobjetos a
una temperatura de 37° C y observada subjetivamente al microscopio de luz
por un técnico especializado; la escala de motilidad fue incrementos del 5%
(Kommisrud et al., 2002; Vyt et al., 2004).

Para evaluar el porcentaje de anormalidades, una gota de semen se tifid con
una gota de eosina-nigrosina, se realizo un frotis y se dejo secar al aire; se
contaron 200 células en un microscopio de luz marca Carl Zeiss. La
concentracion espermatica se realiz6 empleando una camara de Neubauer

depositando en la misma unagota de semen (diluido en formaldehido 1:200).



Después de la evaluacion, el eyaculado fue dividido en dos fracciones: una
fraccidon fue procesada para su congelacién, utilizando para ello el método de

Thilmant (1997), y la otra fue usada en fresco (control).

2. Congelamiento de semen

Una vez en el laboratorio, mientras se terminaba el tiempo de equilibrio del
semen (2-3 horas dependiendo del volumen), se procedié a preparar dos
diluyentes (A y B), con dextrosa (2.5 g), yema de huevo (10 ml) y agua
desionizada cbp 50 ml. En el caso del diluyente B se afiadi6 glicerol (5 ml)
(Cérdova et al., 2001). Ambos diluyentes fueron centrifugados a 1500 rpm por
15 minutos y el sobrenadante fue recuperado. El diluyente A fue llevado a la
temperatura a la que se transporto el semen. El semen fue centrifugado a 1500
rom durante 15 minutos, el sobrenadante fue desechado y la pastilla
espermatica fue reconstituida en el diluyente A, a una concentracion de 6 x 10°
celsi/ml y la temperatura se disminuydo paulatinamente a 15° C
(aproximadamente en 30 min), misma que se mantuvo por tres horas.
Posteriormente, la temperatura del semen se disminuyé lentamente hasta
alcanzar 5° C (1.5 horas aproximadamente) y se le adiciond, a la misma
temperatura, el diluyente B en fracciones de 0.5ml, 1ml, 1.5ml y 2ml, con
intervalos de 10 minutos entre cada una. La concentracion fue ajustada a 6 x
108 cels/ml y las muestras fueron envasadas en pajillas francesas de 0.5 mly
selladas con plastilina no toxica. Inmediatamente después, las muestras fueron
colocadas en vapores de nitrdgeno liquido (-130 a —150°C) durante 20 minutos
y finalmente sumergidas en nitrégeno liquido (-196°C) para su almacenamiento

(por lo menos dos semanas antes de usarse).

2.1 Descongelacion
Las pajillas fueron extraidas del nitrogeno liquido e introducidas en un bafio
maria a 56 °C durante 12 segundos y mantenidas a temperatura ambiente

hasta su evaluacién. Las técnicas que se describen a continuacién fueron



aplicadas a las muestras de ambos tratamientos (espermatozoides frescos y

congelados -descongelados).

2.2 Decapitado de espermatozoides
Se realiz6 por el método de Si y Okuno (1999) y modificado por Martel (2006).
El procedimiento se realiz6 a 4° C, en presencia de un coctel comercial de
inhibidores de proteasas (40m/ml) (Roche). Muestras frescas y descongeladas
fueron lavadas en NaCl 154 mM (SSF) y resuspendidas a una concentracion
de 10 x 10°. Para el decapitado se emplearon perlas de vidrio <106mm (Sigma,
México) en una relacion 3:1. Las muestras fueron homogeniz adas en un vortex
durante 2 minutos (Si y Okuno, 1999). El sobrenadante fue recuperado y se
filtré a través de una membrana de Nylon con un tamafio de poro de 11nm
(Millipore), como soporte se utilizd un filtro para colectar embriones. Este
proceso pemitid recuperar las cabezas esperméticas las cuales fueron
centrifugadas a 2400 rpm durante 10 min, en una centrifuga clinica. La pastilla
fue resuspendida en SSF y el sobrenadante fue desechado. Para la evaluacién
el porcentaje de cabezas recuperadas una alicuota de las cabezas
resuspendidas se coloco en un portaobjetos y se evaluaron al microscopio de
luz con el objetivo 32X. La concentracion de las cabezas espermaticas fue
determinada empleando una cdmara e Neubauer, la concentracién se ajusto a
35 x 10°. Las muestras fueron centrifugadas a 2400 rpm durante 10 minutos y
resuspendidas en PBS. Con este método se aseguré el 95% de purificacion de

cabezas espermaticas.

3. Evaluacion de laintegridad de la TP

3.1 Exposicion y extraccion de proteinas de la TP
Para extraer la MP y el acrosoma, y exponer la TP, los espermatozoides fueron
resuspendidos a una concentracién de 35X10° cels/ml y tratados con el
detergente neutro Brij 36-T (concentracion final 1.2%) por 5 minutos a

temperatura ambiente. Enseguida, las muestras fueron lavadas tres veces en



NaCl 154 nm (SSF) por centrifugacion/resuspension a 2500 rpm y el
sobrenadante fue fijado en fijador de Karnowsky (1965) y procesadas para su
evaluacion al microscopio electrénico de transmisiébn (MET) por tincion

negativa.

Para la extraccion de las proteinas de la TP, las muestras fueron
resuspendidas en SSF y adicionadas con SDS al 1.2% (concentracion final) y
se incubaron a temperatura ambiente durante 13 minutos. Posteriormente las
muestras se centrifugaron a 3500 rpm durante 10 minutos. Para la precipitacion
de las proteinas extraidas el sobrenadante fue recuperado y depositado v:v en
acetona fria por un periodo de 12 a 24 hrs a -20°C. La pastilla obtenida fue

fijada para su evaluacién al MET por tincién negativa.

3.2 Electroforesis de proteinas extraidas
Las proteinas precipitadas con acetona fueron centrifugadas a 3500 rpm
durante 10 minutos y se descart6 el sobrenadante. La pastilla fue resuspendida
en 400 nm de amortiguador de muestra y hervidas por 5 minutos. Las muestras
se corrieron en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10% por el método
descrito por Laemmli (1970), como marcadores se utilizaron proteinas de bajo
peso molecular. Las muestras fueron corridas a 100 voltios constantes. Los
geles fueron tefiidos con plata, por el método de Oakley et al. (1980). Es
importante seflalar que las proteinas fueron extraidas tanto de
espermatozoides completos (cabeza vy flagelo), como de cabezas
esperméticas. Asimismo, se realizé la electroforesis de los tres lavados por
centrigacion/resuspension para eliminar el detergente Brij 36-T, con la finalidad
de comprobar que no habian remanentes de proteinas de membranas

plasmatica y membrana acrosomal externa durante el proceso de extraccion.

3.3Microscopia Electrénica
3.3.1 Tincion negativa. Las muestras tratadas con Brij 36-T fueron
fijadas en el fijador Karnowsky por 2 horas a 4° C (Juarez-Mosqueda y Mdijica,

1999). Posteriormente, las muestras fueron lavadas por



centrifugacidén/resuspension 2 veces en PBS y 2 veces en agua destilada y
resuspendidas en esta Ultima en su volumen inicial. Una gota de cada muestra
fue colocada sobre una rejilla de 200 mesh cubierta con membrana de
colodién-carbén, el exceso de muestra fue retirado con papel filtro y los
espermatozoides fueron tefiidos con acido fosfotungstico al 0.2% en solucién
acuosa por 3 minutos. Para la evaluacion de la TP las muestras fueron
observadas utilizando un MET Carl Zeiss 900. En cada una de las 12 muestras
tratadas con los detergentes Brij y SDS se observaron 50 células en semen
fresco y 50 células en semen congelado-descongelado seleccionadas
aleatoriamente, analizando un total de 2400 cabezas esperméticas . Durante la
evaluacion al MET, la integridad de la subestructura fue clasificada en: normal,

dafiada y sin subestructura (Ver resultados).

Adicionalmente, muestras de espermatozoides sin el tratamiento con el

detergente Brij 36-T fueron procesadas con la misma técnica.

3.3.2 Cortes finos. Se realizaron cortes finos de las cabezas
espermaticas tratadas con Brij 36-T, para ello los espermatozoides fueron
fijados (v/v) en fijador de Karnovsky por 20 min. Para retirar el fijador, las
células fueron centrifugadas a 2500 rpm durante 3 min (lavado), el
sobrenadante fue descartado, la pastilla fue resuspendida en PBS (NacCl
137mM, KCI 2.7mM, KH,PO4 1.5mM y Na;HPO, 9.6mM, pH de 7.4) y las
células se lavaron dos veces en este ultimo y resuspendidas en OsO,4 al 1% en
PBS para su postfijacion por 1 hr a temperatura ambiente. Las muestras fueron
deshidratadas a través de una serie de gradientes ascendentes de etanol e
incluidas en resina de Spurr. Cortes finos plateados 6 dorados fueron obtenidos

y teflidos con acetato de uranilo y citrato de plomo, y examinados al MET.

3.4 Evaluacion del diametro ecuatorial espermatico
Las muestras tratados con Brij 36-T y SDS fueron agitadas en un vortex y de

cada una de ellas se tomd una gota de 15 nl que fue colocada sobre un

portaobjetos y se dejo secar al aire. Para la tincion de las células, los



portaobjetos fueron sumergidos en alcohol al 96% por 10 minutos. Enseguida
fueron sumergidos durante 30 segundos en alcohol absoluto (dos veces) y
posteriormente fueron tefiidas con hematoxilina durante 7 minutos. Las
muestras fueron deshidratadas y montadas con balsamo de Canada.
Fotografias de las células espermaticas fueron tomadas empleando un
microscopio marca Leica modelo DMLS equipado con una camara JVC modelo
KY-F70B (Victor Co., Yokohama, Japon) y las imagenes fueron analizadas con
el Software para andlisis de imagen Automontage (Synchroscopy, Frederick,
MD, USA). El Software se empleo para medir la longitud ecuatorial en 50

cabezas esperméticas de cada muestra.

4. Evaluacion del acrosoma

Se realiz6 por la técnica de Triple tincion (Talbot y Chacon, 1981). Se tomaron
100 nm de cada muestra (35X10° cels/ml) y fueron adicionados con 1007 de
azul tripan al 2% en PBS, e incubados a 37°C durante 15 minutos. Las
muestras fueron lavadas varias veces por centrifugacion/resuspension a 1200
rom por 3 minutos, hasta que el sobrenadante se observé transparente,
enseguida fueron resuspendidas en glutaraldehido al 3% en amortiguador de
cacodilato (0.1M pH de 7.4) e incubadas 30 minutos a 4° C. Posteriormente se
centrifugaron a 1200 rpm durante 8 minutos, el sobrenadante fue eliminado y
las pastillas fueron resuspendidas y lavadas en PBS. Una gota de cada
muestra fue tomada para realizar un frotis que se dejé secar al aire. Los frotis
fueron incubados con café Brismack al 0.8% en solucién acuosa (pH de 1.8) a
37° C durante 15 minutos y posteriormente fueron enjuagadas con agua
destilada. Las muestras fueron tefiidas con rosa de bengala al 0.8% en
amortiguador Tris (0.1M, pH 5.3) a temperatura ambiente durante un minuto.
Por dltimo, los frotis fueron enjuagados con agua destilada y dejados secar al
aire para su observacién al microscqio de luz. En cada una de las 12
muestras se observaron 50 células en semen fresco y 50 células en semen
congelado-descongelado, analizando un total de 1200 cabezas espermaticas.



Los espermatozoides fueron clasificados como: vivo con acrosoma intacto (VAI;
rosa sobre la regién acrosomal/café sobre la region posacrosomal); vivo con
reaccion acrosomal (VRA; sin tincién en la regién acrosomal/café sobre la
region posacrosomal); muerto (rosa sobre la region acrosomal/azul sobre la
region posacrosomal, asi como sin tincion en la regién acrosomal/azul sobre la

region posacrosomal).

5. Analisis estadistico

El efecto de la congelacion-descongelacion sobre la integridad de la
subestructura de la TP, fue evaluado con un modelo logistico para variables
ordinales. La unidad experimental fue el eyaculado, la variable dependiente fue
la integridad de la subestructura de la TP, definiéndose tres niveles crecientes
de dafio; normal, dafiada y ausente. Las variables independientes fueron el
efecto del tratamiento de congelacion-descongelacion, raza e individuo. Se
realizaron analisis con tres modelos 1) usando como variable independiente el
tratamiento, 2) usando como variables independientes el efecto de tratamiento,
raza e interaccién tratamiento por raza y 3) usando como variables
independientes el efecto de tratamiento, individuo e interaccion tratamiento por
individuo. Ademas, se estimO el coeficiente de correlacion por rangos de
Spearman entre el porcentaje de espermatozoides vivos con reaccidn

acrosomaly el porcentaje de espermatozoides con TP dafiada (Agresti, 2002).

Para estimar el promedio de la longitud, ancho y separacion de las pestafias de
la subestructura de la TP del espermatozoide del cerdo, se realizaron
estadisticas descriptivas (media, minima, maxima, desviacion estandar y el
error) en 21 células, las cuales presentaron la subestructura a manera de

pestafnas .

Con el fin de evaluar los efectos de tratamiento de congelacion-

descongelacioén, de raza, asi como la interaccion raza por tratamiento sobre la

motilidad progresiva se realiz6 un analisis de varianza.



Para comparar la magnitud de los espermatozoides con SDS y Brij, se
realizaron pruebas de t por raza, utilizando la medicion del didmetro de la

region ecuatorial de la cabeza de 50 espermatozoides tratados con

hematoxilina.



VII. RESULTADOS

Integridad de la subestructurade la TP

En la Figura 4 se muestran las caracteristicas que fueron tomadas en
consideracion para la evaluacion de la subestructura de la TP del
espermatozoide del cerdo antes y después del proceso de criopreservacion. La
subestructura de la TP fue considerada como normal cuando presentdé una
morfologia a manera de grecas rodeando en forma conti nua la porcién apical
de la hoja posacrosomal (Fig. 4a); dafiada, cuando la subestructura presenté
las grecas en forma discontinua, (Fig. 4b) 6 la presencia de estructuras a
manera de pestafias (Fig. 4c) y ausente cuando no presento la subestructura
(Fig. 4d). Los resultados obtenidos al evaluar la subestructura de la TP antes y
después del proceso de congelaciondescongelacion mostraron que el
porcentaje de espermatozoides con subestructura normal fue menor después
de la congelacion-descongelacion (83 vs. 47%). En el semen fresco el 11.9%
de los espermatozoides presentaron la subestructura dafiada, mientras que
después del proceso de congelaciondescongelacion, fue de 30.8%. Por otra
parte, la ausencia de subestructura en semen fresco fue de 4.8%, contra 22.2%
después del proceso de congelacibn-descongelacién. En conjunto, estas
diferencias fueron significativas (P<0.001) (Tabla 1). Adicionalmente, la
subestructura a manera de pestafias s6lo fue posible observarla en los

espermatozoides descongelados.



Figura 4.- Fotografias al MET de cabezas de espermatozoides de cerdo procesadas por tincién
negativa. Los espermatozoides fueron tratados con Brij 36-T. (a) Subestructura normal de
semen fresco. Se aprecia la subestructura a manera de “grecas” que se encuentra entre la
capa subacrosomal (SL) y la hoja posacrosomal (PL) (flecha). Barra, 0.4mm. En la esquina se
puede apreciar una amplicacion de la subestructura. (b) Subestructura dafiada 6 alterada en
semen fresco. Se aprecia una discontinuidad en las “grecas” en la porcién apical de la hoja
posacrosomal (flecha). Barra, 0.4nm. En la esquina se puede apreciar una amplicaciéon de la
subestructura. (c) Subestructura dafiada 6 alterada, procedente de una muestra congelada-
descongelada. Se aprecian la subestructura a manera de “pestafias” (flechas). Barra, 0.4nm.
(d) Subestructura ausente. Cabeza espermatica sin presencia de subestructura (flechas). La
superficie de la porcién apical de la hoja posacrosomal aparece “rasurada”. Barra 0.6nm.



Tabla 1

Porcentaje de la subestructura de la TP; normal, dafiada y ausente, y el
porcentaje de la integridad del acrosoma en semen fresco vy
congelado/descongelado en espermatozoides de cerdo.

Integridad de la teca perinucelar Integridad del acrosoma
% %
Tratamiento Subestructura Subestructura Subestructura  Vivo con Vivo con Muerto*
normal dafiada ausente acrosoma reaccion

intacto* acrosomal*

Fresco 83.3 11.9 4.8 78.7 19.5 2.1

Descogelado 47.0 30.8 22.2 27.6 54.9 17.5

(*) determinado con azul tripan, café Bismark y rosa de Bengala;
P<(0.001) n=2400



Adicionalmente, para mostrar que cuando la MP y el acrosoma permanecen
cubriendo la cabeza espermatica no es posible observar la TP,
espermatozoides intactos, es decir sin ningun tratamiento, fueron procesados
por tincién negativa y observados al MET (Figura 5a). La Figura 5b es un
mayor aumento de la porcion apical de la region postacrosomal de este mismo
tipo de espermatozoides mostrando nuevamente que no es posible apreciar la
subestructura de la TP en una célula integra. Finalmente, la Figura 5¢c muestra
que la TP es la unica estructura que envuelve al nucleo después de que las

células son tratadas con el detergente Brij 36-T.

Integridad de la subestructura de la TP por raza

Tomando solo en consideracion la raza, esta resultd significativo (P=0.0034)
sobre la integridad de la subestructura de la TP antes y después del proceso de
congelacion-descongelacién. Los espermatozoides de la raza Duroc mostraron
un menor porcentaje (28.8%) (P= 0.0018) de alteraciones sobre la TP seguido
por las razas Yorkshire (33.7%) y Landrace con un porcentaje de 36.8 mientras
gue la raza Pelon mexicano fue la que mostro el mas alto porcentaje de
alteraciones (42.0%) (P=0.0193). Sin embargo, no se observo efecto de
interaccion de raza por tratamiento (P=0.0736) (Tabla 2).



Figura 5.- Fotografias al MET de las cabezas de espermatozoides de cerdo. (a) Tincion
negativa de espermatozoides sin el tratamiento de Brij 36-T, se puede apreciar la membrana
plasmatica (flecha), asi como el acrosoma (A). Barral.lmm. (b) Aumento de la cabeza
espermaética, no se observa la subestructura a nivel ecuatorial. Barra, 0.4mrm. (c) Corte fino de
espermatozoides tratados con Brij 36-T, las flechas indican h teca perinuclear, también se
aprecia el nacleo (N). Barra 0.25nm.



Tabla 2
Porcentajes de integridad de la subestructura de la teca perinuclear y el efecto

marginal en semen fresco y congelado-descongelado en cuatro razas de
cerdos. El efecto marginal es el promedio del semen fresco y el criopreservado.

"Tratamiento

Raza Semen Fresco (%)  Semen congelado-descongelado (%) Efecto Marginal (%)
Subestructura Subestructura Subestructura
Normal Dafada Ausente Normal Daflada Ausente Normal Dafada Ausente
Duroc 87.5 9.5 3.0 55.0 27.5 17.5 71.3 18.5 10.3
Pelén mexicano 82.7 16.0 1.3 33.3 34.0 32.7 58.0 25.0 17.0
Landrace 78.0 14.0 8.0 48.7 26.7 24.7 63.4 20.4 16.4
Yorkshire 83.3 10.7 6.0 49.3 34.0 16.7 66.3 22.4 11.4

Efecto del Tratamiento P=0.0001;Efecto de RazaP=0.0034; Interaccion raza/tratamiento P=0.0736.
n= 2400



Integridad de la subestructura de la TP por animal

El efecto del individuo sobre la integridad de la subestructura de la TP en
semen fresco y en semen congelado-descongelado fue estadisticamente
significativo (P=0.0057). Es decir, tomando en consideracién la comparacion
entre individuos, sélo el Pelébn mexicano niamero 3 y el Landrace nimero 1 se
comportaron de manera diferente al resto del grupo, ya que estos presentaron
los porcentajes marginales de TP normal mas bajos (Tabla 3). Asi mismo, la
interaccion individuo por tratamiento resultd estadisticamente significativa
(P=0.0008); esta interaccidon se explica porque los cerdos Landrace numero 1
(P=0.0001) y Pel6n mexicano namero 4 (P=0.0119) se comportaron de manera
diferente al promedio del grupo en cuanto a su respuesta a la congelacion. En
otras palabras, € cerdo Pel6n mexicano nimero 4 tuvo mayor deterioro de la
TP por la congelacion y el Landrace numero 1 tuvo menor deterioro que el
promedio (Tabla 3).

Subestructurade la TP

Los parametros morfométricos para la subestructura en forma de pestafia de la
TP del espermatozoide del cerdo fueron: largo 132 + 7.2 nm; ancho: 9.44 +
0.89 nm y para el espacio entre pestafias: 78.9 + 6.3 nm. Dicha subestructura

sélo fue observada en muestras de espermatozoides descongelados.
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Integridad del acrosoma

Los resultados obtenidos de la evaluaciéon de la integridad del acrosoma en
semen fresco y en semen congelado-descongelado son presentados en la
Tabla 1. El porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma integro antes
de la congelacion fue del 78.7 contra 27.6 después del proceso (P<0.001). Por
el contrario, el porcentaje méas alto para espermatozoides vivos con reaccion
acrosomal se obtuvo después del proceso de congelacion, este fue de 54.9
mientras que en el descongelado fue de 19.5 (P<0.001). Asimismo, se
increment6 el porcentaje de espermatozoides muertos en el semen
criopreservado (2.1 vs. 17.5) (P<0.001). Por otra parte, el coeficiente de
correlacion de rangos estimados entre el porcentaje de espermatozoides con
TP dafada y el porcentaje de espermatozoides VRA, tomando en
consideraciéon el conjunto de muestras de ambos tratamientos, fue de 0.68

(P=0.0026), es decir, existe una relacion entre ambos.

Extraccion de proteinas de la TP

El tratamiento con SDS de los espermatozoides desmembranados de ambos
tipos de muestras (fresco y congelado-descongelado) para la extraccién de las
proteinas de la TP, permiti6 sélo la extraccion parcial de la misma ya que
restos de ella fueron observadas después del tratamiento por 13 minutos con el
detergente; siendo mas resistente a la extraccion la region subacrosomal
(Figuras 6a y 6b). Sin embargo, en las muestras congeladas-descongeladas
aparentemente hubo una mayor extraccion; el simple tratamiento con el
detergente Brij 36-T parecio extraer algunas proteinas, ya que las cabezas se
observaron mas electrollcidas de la regién subacrosomal (Figura 6c) y con el
tratamiento con SDS se presentaron diversas areas electrolicidas bien

definidas, sobretodo en la region posacrosomal (Figura 6d).



Figura 6.- Fotografias al MET de cabezas de espermatozoides de cerdo procesadas por tincion
negativa en semen fresco y congelado-descongelado. Los espermatozoides fueron tratados
con Brij 36-T para exponer la TP y con SDS para extraer a la misma. (a) Cabeza espermatica
con la TP expuesta en semen fresco. Se aprecia la region subacrosomal mas electrolicida
(flecha). Barra, 0.4mm. (b) Cabeza espermatica con la TP extraida en semen fresco. Se aprecia
la regiéon subacrosomal mas electrolicida (flecha). Barra, 1.1mm. (c) Cabeza espermatica con la
TP expuesta en semen congelado-descongelado. Se aprecian la region subacrosomal mas
electrolicida que en semen fresco (flecha). Barra, 0.4nm. (d) Cabeza espermatica con la TP
extraida en semen congelado-descongelado. Se aprecia la region subacrosomal mas
electrolicida que en semen fresco (flecha). Barra 1.1nm.



En la figura 7 se muestra los patrones electroforéticos obtenidos de los
extractos de la TP obtenidos de los espermatozoides y cabezas espermaticas
desmembranados. En general, en la TP proveniente del semen fresco se
observaron 16 bandas polipeptidicas cuyos peso moleculares relativos (Mrs)
fueron de 13 hasta 87 kDa (carril 3); siendo cualitativamente las mas
abundantes las de Mrs de 31, 32 y 49 kDa. Por otra parte, en la TP proveniente
de este mismo tipo de células pero sin flagelo (es decir sélo cabezas
espermaticas) se presentaron las mismas bandas polipeptidicas que en el caso
anterior excepto un pequefio numero de proteinas agrupados en una banda
polipeptidica con Mr de 16-22 kDa (carril 1). Aunque, en el semen congelado-
descongelado so6lo se encontraron 13 bandas polipeptidicas cuyos Mrs iban de
13 a 74 kDa, estas cualitativamente se tifileron con mayor intensidad, siendo las
mayoritarias las de 17, 30 y 40 kDa (carril 4). En el extracto proveniente de la
TP de las cabezas los patrones proteicos obtenidos de las muestras
congeladas-descongeladas (carril 2) aparecieron dos bandas proteicas de 17 y
97 kDa que no se presentaron en semen fresco. Por otra parte, solo el primero
de los 3 sobrenadantes obtenidos de los lavados de las células para retirar el
Brij 36-T (carriles 5, 6 y 7) previo al tratamiento con SDS para la extraccion de
las proteinas de la TP, presentdé varias bandas polipeptidicas que

probablemente correspondan a proteinas de MP.
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Figura 7.- SDS-PAGE 10%. Marcadores de peso molecular estandar (S); extracto proteico de
espermatozoides decapitados frescos (1); extracto proteico de espermatozoides decapitados
congelados -descongelados (2); extracto proteico de espermatozoides completos frescos (3);
extracto proteico de espermatozoides completos congelados-descong elados (4); primer lavado
para extraer el detergente Brij 36-T (5); segundo lavado para extraer el detergente Brij 36-T (6);
tercer lavado para extraer el detergente Brij 36-T (7).

Evaluacion del didmetro ecuatorial espermatico

Adicionalmente, con la finalidad de evaluar si la extraccion de las proteinas de
la TP modificaba el didmetro de las cabezas, se realiz6 una medicion del
didmetro de la regidén ecuatorial antes y después del tratamiento con SDS
(Figuras 8-11). Esta medicion, mostr6 una diferencia estadisticamente
significativa (P<0.0001), al comparar los tratamientos con Brij 36-T y con SDS
en las muestras provenientes de cerdos de las razas Duroc y Pel6n mexicano
(3.87mm vs. 3.47mm y 2.82 mm vs. 2.69 mm, respectivamente), mientras que en
las muestras provenientes de los cerdos de las razas Landrace y Yorkshire

esto no fue asi (3.57 mm vs. 3.56 mm y 3.02 vs. 3.01, respectivamente).
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Figura 8. Medicion longitudinal en nm de las cabezas antes y después del tratamiento con SDS
en la raza Duroc . Deter= detergente; B= Brij 36-T; S= SDS. P<0.0001 n=100
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Figura 9. Medicidn longitudinal en nm de las cabezas antes y después del tratamiento con SDS
en la raza Pelén mexicano. Deter= detergente; B= Brij 36-T; S= SDS. P<0.0001 n=100
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Figura 10. Medicion longitudinal en nm de las cabezas antes y después del tratamiento con
SDS en la raza Yorkshire. Deter= detergente; B= Brij 36-T; S= SDS. P<0.9872 n=100
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Figura 11. Medicion longitudinal en nm de las cabezas antes y después del tratamiento con
SDS en la raza Landrace. Deter= detergente; B= Brij 36-T; S= SDS. P<0.9951 n=100



Motilidad espermética

En promedio la motilidad en semen fresco fue de 89% y en semen congelado-
descongelado fue del 21%. La motilidad mas alta en semen fresco fue del 90%
(+ 3.2 DE) y la mas baja fue de 86% (+ 2.2 DE). Después del proceso de
congelacion-descongelacion, la motilidad mas alta fue de 34 % (+ 3.5 DE) y la
motilidad mas baja fue de 12% (+ 2.2 DE), siendo las razas Duroc y Pel6n
mexicano, las mas afectadas con una motilidad de 12% @ 2.2 DE) y 15% @

3.2 DE) respectivamente (Figura 12).

Figura 12. Porcentaje de motilidad en semen fresco y semen congelado-
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DF: semen fresco de la raza Duroc; LF: semen fresco de la raza Landrace; PMF: semen fresco de la raza Pel6n
mexicano; YF: semen fresco de la raza Yorkshire; DC: semen congelado-descongedo de la raza Duroc; LC: semen
congelado-descongelado de la raza Landrace; PMC: semen congelado-descongelado de la raza Pelén mexicano;
YC: semen congelado-descongelado de la raza Yorkshire.



VIII. DISCUSION

Los resultados de esta investigacion indican que el proceso de congelacion-
descongelacion produce alteraciones en la morfologia de la subestructura de la
TP (Tabla 1).

El dafio en la subestructura de la TP, causado por la congelacién, coincide con
lo reportado por Martinez et al. (2006), en el semen de bovino criopreservado.
Ambos hallazgos soportan la propuesta de Jager et al. (1990), quien sefiala
que el proceso de congelacion-descongelacién causa alteraciones en el interior
del espermatozoide que permiten que agentes externos, como la heparina,
actuen sobre el material genético de la célula. A este ultimo respecto, Sutovsky
et al. (1997) y JuarezMosqueda y Mduijica (1999), indicaron la necesidad de la
remocion de la TP para que DNA espermatico pueda ser descondensado. Por
lo tanto, se podria sugerir que las alteraciones sobre la integridad de la TP en
el semen criopreservado disminuyen la estabilidad nuclear espermatica,
haciéndolo sensible ha agentes o materiales extrafios, tales como factores

descondensantes.

La integridad del acrosoma es esencial considerando que éste contiene
enzimas que tienen un papel de vital importancia en la penetracion de la zona
pelucida (Kjoestad et al., 1993; Kumar et al., 2003). Se ha propuesto que la
TP puede tener un papel estructural en la estabilizacién del acrosoma (Yagi y
Paranko, 1995). La TP aparece en la etapa temprana de la espermiogénesis
estrechamente relacionada con el acrosoma y la membrana nuclear (Oko y
Maravei 1994) y en el ser humano se ha encontrado que fallas en la formacién
de la misma se asocian con espermatozoides de cabeza redonda (sin
acrosoma) (Escalier, 1990). Por otro lado, Longo et al. (1991), indican que las
proteinas de la TP pueden contribuir a la asociacion nuacleo-acrosoma
proporcionando un tipo de soporte intermembranoso. Se ha sugerido que el
proceso de congelacion-descongelacion puede producir un deterioro
significativo en la integridad del acrosoma del espermatozoide de cerdo

(Watson et al., 1995). Los resultados en este estudio también mostraron que



después del proceso de congelacion-descongelacion aumenta el porcentaje de
espermatozoides sin acrosoma y de manera notoria este coincidié con el de la
TP dafiada. Sin embargo, mientras Martinez et al. (2006), en el bovino
encontraron una correlaciéon entre el nimero de espermatozoides con la
subestructura de la TP ausente y el nUmero de espermatozoides con reaccion
acrosomal, en este trabajo se encontré6 que ligeras alteraciones de la
subestructura se correlacionaron con la pérdida del acrosoma. Esto sugiere
gue en el semen de bovino la subestructura de la TP es menos sensible al
proceso de criopreservacion. Esto podria ser debido a diferencias en la
composicion de la subestructura de la TP, ya que la morfologia de la
subestructura es especifica de especie (Koehler, 1970; Olson et al., 1983;
Watson et al., 1995; Juarez-Mosqueda y Mujica 1999; Felipe, 2006).

Por otra parte, ya que la TP ha sido relacionada con eventos como el
mantenimiento de la integridad de la cabeza espermatica Sutovsky et al.,
1997), el mantenimiento de los dominios de membrana plasmatica (Gadella et
al., 1995), en la penetracion del espermatozoide al huevo Sutovsky et al.,
2003), en la proteccion del DNA espermatico (Von Bolow et al., 1997), en la
activacién del ovocito (Kimura et al.,, 1998) y en la descondensacion del
material genético (Sutovsky et al., 2003), el dafio observado en la subestructura
de la TP podria estar relacionado con dafios mas extensivos en la TP,

afectandose asi el proceso de fertilizacion.

Por otra parte, si bien en este estudio la subestructura a manera de pestafas
fue similar a la reportada por JuadrezMosqueda y Mdjica (1999) en el
espermatozoide de cerdo, ésta soOlo fue encontrada en los espermatozoides
criopreservados. Por ello, posiblemente en dicho trabajo la muestra de semen
haya provenido de una muestra congelada-descongelada, y que en este

estudio fue considerada como una alteracién de la TP.

Se descarta que la presencia de la subestructura se trate de un artefacto ya

que la misma ha sido reportada en otras especies como el conejo (Koehler,



1970), el bovino (Olson et al., 1983; Felipe 2006), borrego (Watson et al., 1995)
y cobayo (Juarez-Mosqueda y Mdujica 1999). Por lo que es apoyada la
propuesta de Martinez et al (2006), que la subestructura puede ser utilizada

como un marcador morfoldgico para evaluar la integridad de la TP .

En relacién a la variabilidad que se encontr6 en el porcentaje de alteraciones
sobre la TP entre verracos, podria deberse a las caracteristicas propias de
cada individuo. Medrano y Holt (1998), Gadea et al. (2003) y Holt et al. (2005),
mencionan que existen machos clasificados como “buenos congeladores” y
“malos congeladores”. En apoyo de ello, Thurston et al. (2002), describen un
marcador genético para capacidad de congelacion espermatica. Esto es de
interés ya que las pruebas de interaccion del efecto de individuo por
tratamiento pueden detectar diferencias en la capacidad de individuos a la
congelacion.

La diferencia en la extraccion de las proteinas de la TP entre el semen fresco y
descongelado posiblemente se deba a la termosensibilidad que presentan
algunas proteinas citoesqueléticas (Watson, 1995; 2000; Petrunkina, 2004;
2005). Las diferencias encontradas en las mediciones del diametro de las
cabezas antes y después del proceso de congelacién, principalmente de los
cerdos de la raza Duroc y Peléon mexicano, apoyan las diferencias en la
extraccion no soélo entre ambos tipos de muestras sino posiblemente entre
raza. Esto ultimo posiblemente contribuya a que estos cerdos posean una

menor resistencia a la congelacion-descongelacion.

Por otra parte, la menor extraccion de las proteinas de la region subacrosomal
de la TP se deba a que las proteinas de esta regidon estan estabilizadas por una
mapor cantidad de puentes disulfuro, como fue reportado en el espermatozoide
del cobayo (Juarez-Mosqueda y Mujica, 1999).

Las bandas proteicas encontradas en este estudio, son similares a las

reportadas por Rousseaux-Prévost et al. (2003) en la TP del espermatozoide



de la misma especie, los autores reportaron un patron de bandeo de 6.5 a 116
kDa, mientras que en este estudio el rango fue de 13.8 a 87 kDa con un
promedio de 16 bandas proteicas, estas diferencias entre los rangos de peso
molecular posiblemente se deban a diferencias en el proceso de extraccion de
la TP entre ambos trabajos. En este estudio las bandas observadas con mayor
frecuencia fueron las de 17 kDa y entre 40 - 49 kDa. Estas Ultimas se
encontraron solamente en la TP de las células decapitadas, por lo que se trata
de proteinas exclusivas de la TP y no proviene del flagelo. Adicionalmente, Oko
y Maravei (1994), observaron en el toro 20 bandas proteicas lo que podria

sugerir una diferencia entre el contenido proteico entre especies.

Adicionalmente, no se descarta la posibilidad de que otras proteinas, ademas

de las que integran a la subestructura estan sufriendo un proceso de
desestabilizacion durante el proceso de criopreservacion.

Respecto a la disminucion en la motilidad espermatica en la raza Duroc
después del proceso de congelaciondescongelacion, los datos coinciden con
lo reportado por Almlid y Hofmo (1996) quienes mencionan que esta raza
muestra menor motilidad después del proceso de congelacion-descongelacion,
y coinciden también con lo encontrado en las razas Landrace y Yorkshire que
son las que mantienen una mejor motilidad. Sin embargo, los resultados son
contrarios a lo sefialado por Lemus y Alonso (2005) para la raza Pelon
mexicano, quienes encontraron mejor porcentaje de motilidad sobre las razas
Landrace y Duroc. En este estudio se encontr6 que la motilidad del semen
proveniente de la raza Pelén mexicano fue similar a la motilidad del semen

provenente de la raza Duroc.

Finalmente, diversas investigaciones estan siendo realizadas para evaluar las
posibles alteraciones fisiologicas en el proceso de fertilizaciébn ocasionadas por
el dafio sobre la TP en los espermatozoides criopreservados y también con la

finalidad de desarrollar diluyentes especificos que ayuden a reducir el dafio



sobre esta estructura (Felipe 2006; Garcia 2006; GutiérrezPérez, 2006;
Marquez 2006; Martel 2006; Martinez et al., 2006; Yescas 2006).



IX CONCLUSIONES

Los resultados indican que el proceso de congelacién-descongelacién dafio la
integridad de la subestructura de la TP.

Los datos de esta investigacion refuerzan la hip6tesis que la TP estabiliza al
acrosoma ya que los cambios estructurales causados por el proceso de
congelacion-descongelacion en la subestructura de la TP del cerdo se
relacionaron con la pérdida del acrosoma, lo cual puede explicar parcialmente

la baja viabilidad observada en el semen congelado-descongelado.

La subestructura a manera de pestafias es una alteracion de la célula

provocada por el proceso de congelacién-descongelacion.

Existe una desestabilizacion bioquimica de la TP después del proceso de
congelacion-descongelacion en virtud de que los patrones proteicos son

diferentes antes a los de la TP de los espermatozoides de semen fresco.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the effect of cryopreservation of boar
spermatozoa on the integrity of the perinuclear theca (PT) substructure and the
integrity of the acrosome. Semen from 12 boars were divided in two fractions; one
was cryopreserved and thawed the other was used fresh as a control sample. h
order to expose the PT structure both samples were treated with the nonionic
detergent Brij 36-T and processed for electron microscopy observation after
negative staining. Before freezing, 16.7% of spermatozoa showed PT-substructure
alterations, that increased to 53% after freezing and thawing (P<0.001). Similarly,
acrosome damage increased from 19.5% to 54.9% after cryopreservation.
Furthermore, significant correlations were found between PT-substructure
alterations and acrosome defeat. In addition, whilst no difference in PT
substructure damage was observed between breeds in control sample, the
Mexican hairless breed had significantly more spermatozoa with damage PT
substructure after freezing-thawing. In conclusion, the acrosome loss of boar

spermatozoa increased with an increased proportion of PT-altered spermatozoa.

Key words: perinuclear theca, acrosome, cryopreservation, spermatozoa, boar.



INTRODUCTION

The use of cryopreserved semen in pigs has been hidered by the low sperm
viability and fertility observed after the freezing-thawing process (Roca et al.,
2006). Freezing and thawing causes damages to the cells and the spermatozoa is
particularly sensitive to low temperature (Purdy, 2006; Hernandez et al., 2007). It
has been long recognized that fertility of frozen boar semen is lower than the
refrigerated semen (Bwanga et al.,1991). This is possibly due to physiological
and/or morphological injuries suffered by the spermatozoa during the freezing and
thawing process (Cerolini et al., 2001). A key aspect for increasing the fertility of
frozen-thawing semen would be to maintain the integrity of the plasma membrane
(PM) during cryopreservation since only spermatozoa with intact membranes can
undergo capacitation (Tienthai et al., 2004; Cérdova et al., 2001) and acrosome
reaction (AR) (Yanagimachi, 1981; Abou-Haila and Tulsiani, 2000). It is well known
that freezing and thawing cause alterations to the PM Muldrew and McGann,
1990; Curry, 2000; Nield et al., 2003). Several studies explored the relations hip
between sperm survival and the chemical/physical features of the PM. However
none has been able to establish a significant relationship between the low viability
observed in cryopreserved semen and the degree of damage on the PM
(Ostermeier et al., 2001). Recent studies have revealed that cryopreservation
process induces substantial damage to the PT of bull spermatozoa (Martinez et al.,
2006). Moreover, it was shown that in boar spermatozoa the cytoskeleton appears

to be important for volume regulation (Petrunkina et al., 2004; 2005).



The perinuclear theca (PT) is the main cytoskeleton structure of mammalian
spermatozoa head. The PT surrounds the nucleus completely except for the basal
region where the tail attaches to the head (Longo et al., 1987; Oko and Clermont,
1988; Longo and Cook, 1991; Bellvé et al., 1992) and this cytoskeletal element has
been subdivided in two morphologically distinct areas, the subacrosomal and the
postacrosomal layer (Mujica et al., 2003). From a purely structural point of view,
the PT seems to connect the membranes of the spermatozoa head. The
subacrosomal layer is located between the inner acrosomal membrane and the
nuclear envelope, while the postacrosomal layer is located between the PM and
the nuclear envelope. The PT continues with another layer called inner
periacrosomal layer, located between the PM and the outer acrosomal membrane.
Because of the location of this specialized cytoskeleton it has been suggested that
the PT ensure stability of the acrosome and the structural design of the sperm
head (Oko and Morales, 1994). In addition, the PT is involved in other important
sperm functions, such as the formation of functional PM domains (Gadella et al.,
1995) egg activation (Kimura et al., 1998) and mammalian fertilization where it is
required for the formation of the male pronucleus. Surrounding the apical region of
the postacrosomal layer the PT has a substructure (Koehler, 1970; Olson et al.,
1983; Oko and Maravei, 1994; Watson et al., 1995; JuarezMosqueda and Mdjica,
1999; Lecuyer et al., 2000; Martinez et al., 2006) that disappears early during
fertilization (Judrez-Mosqueda and Mujica, 1999) and that could be used as an
early marker of theca disruption. Therefore, the evaluation of the PT integrity in

others species as the boar could provide important information of the functional



capacity of the spermatozoa. Further, it will facilitate the evaluation of the effects of
sperm processing on spermatozoa cytoskeleton damage.

The objective of this study was used the PT substructure as a morphological
marker of PT integrity and to evaluate the changes caused by cryopreservation on
the PT substructure and their relationship with acrosomal status in boar

spermatozoa.

MATERIALS AND METHODS

Semen collection and evaluation

Ejaculates were obtained from12 fertile boars belonging to four different breeds:
Duroc (n=3), Landrace (n=3), Yorkshire (n=3) and Mexican hairless (n=3). The
ejaculates were obtained by the gloved hand method. Then, the semen was
extended (1:1 [v/v]) with MR-AR (Kubus™, Madrid, Spain) extender and taken to
the laboratory at 18-20° C, where it was evaluated macroscopically and
microscopically. Only samples with at least 80% of progressive maotility, less than
15% of abnormalities and a minimum sperm concentration of 150 x 10° cells/mL
were included in the study. Motility was assessed in a drop of semen placed on a
glass slide at a 37° C temperature and observed under a light microscope by a
single observer. The percentage of abnormalities was determined with eosin-
nigrosin staining assessing 200 cells. Sperm concentration was determined using a
Neubauer chamber.

After collection, the semen was divided in two fractions. One fraction was frozen

using the Thilman method (1997), and the other was used in fresh (control semen).



Semen freezing and thawing

Extended semen samples containing 6 x 10° spermatozoa were centrifuged at 800
x g for 10 min and pellets were resuspended with the cooling extender (11%
dextrose and 20% egg yolk in distilled water) set at 15 °C for 3 h. Then, the semen
was diluted (1:1) with the second extender (11% dextrose, 20% egg yolk and 4%
glycerol). Final sperm concentration was adjusted at 6 x 10® cells/mL and samples
were packaged in 0.5mL plastic straws and sealed. The straws were immediately
placed in contact with nitrogen vapor about 3 cm above the nitrogen liquid level (-
130 to —150°C) for 20 min and finally plunged into the liquid nitrogen (-196°C) and
stored for at least two weeks until used.

For thawing the semen straws were taken out of the liquid nitrogen and quickly
placed in a water bath at 56 ° C for 12 seconds.

The following techniques described, were applied to both sample of treatments

(fresh and frozen-thawed spermatozoa).

Assessment of the perinuclear theca substructure integrity

To expose the PT surface, the PM and acrosome were solubilized by treating the
samples with the nonionic detergent Brij 36-T (1.2% final concentration) for 5 min
at room temperature. Then the samples were washed in 154 mM NaCl by
centrifugation/resuspention at 300 x g for 3 min, placed in Karnowsky fixative
(Karnowsky, 1965) and processed for examination of the PT morphology by

electron microscopy after negative staining.



Acrosome evaluation

Acrosome reaction was assessed by triple stain technique (Talbot and Chacon,
1981). Briefly, a 100 ni aliquot from each ejaculate (35 x 10° cells/ml) was added
to 100 of 2% Trypan blue in phosphate-buffer saline (PBS: 137 mM NaCl, 2.7

mM KCI, 1.5 mM KH,PO,4 and 9.6 mM Na;HPO,4, pH 7.4), and incubated at 37°C
for 15 min. Then, the aliquot washed several times by centrifugation/resuspention
at 300 x g for 3 min, until the supernatant fraction appeared clear. Next the sperm
cells were resuspended in 1 mL 3% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer (pH
7.4) and fixed for 30 min at 4°C. Afterwards, cells were centrifuged at 300 x g for 8
min, the supernatant fraction was eliminated and the cells pellet was resuspended
and washed in PBS. One drop was used to make a smear that was left to dry. The
smears were incubated with 0.8% Birsmack brown solution in distilled water (pH
1.8) at 37°C for 15 min and rinsed with distilled water. Thereafter smears were
stained with 0.8% rose Bengal solution in 0.1 M Tris-HCI| buffer at room
temperature for one min, rinsed once with distilled water, left to dry and examined
under a light microscope. Spermatozoa were classified as: live with intact
acrosome (LAI; pink stain over the acrosome region and brown over the
postacrosomal region); live with acrosome reaction (LAR; no stain over the
acrosomal region and brown stain over the postacrosomal region); dead with or

without acrosoma reaction (pink stain over the acrosomal region and blue stain on



the postacrosomal region, as well as dead with acrosome reaction no stain over

the acrosomal region and blue stain on the postacrosomal region).

Electron microscopy

Negative staining of whole spermatozoa.- The samples treated with Brij 36-T were
placed in Karnowsky (1965), fixative for 2 hours at 4° C, washed by
centrifugation/resuspention twice in PBS and twice in distilled water and
resuspended in their initial volume with distilled water. One drop of each sample
was placed on collodion-carbon coated grids. The excess sample was removed
with filter paper, and the spermatozoa were stained with aqueous 0.2%
phosphotungstic acid for 3 minutes and rinsed in distilled water. The samples were
examined in a Zeiss EM-900 transmission electron microscope (TEM) at 50 kV.
Fifty cells on each sample were observed. During the TEM evaluation, the PT
substructure was classified as: normal damaged and absent.

In addition, sperm samples not treated with Brij detergent were in a similar way
processed. This was to show that the PT-substructure is not visible because the
plasma membrane and the acrosome remain covering it (Figs. 1Ay 1B).

Thin sections. Spermatozoa treated with Brij 36-T, were fixed with Karnowvsky
solution for 20 min. After post fixation with 1% (w/v) OsOg4 in PBS buffer (ph 7.4) for
1 hour at room temperature, the samples were dehydrated through a graded
ethanol series and embedded in Spurr's resin, thin- sectioned and stained with

uranyl acetate and lead citrate, prior to TEM examination (Fig. 1C).



Statistical analysis

The effect of freezing-thawing on the PT-integrity was evaluated by a logistic
regression analysis for ordinal variables. The experimental unit was the ejaculate.
The dependent variable was the integrity of the PT substructure with three levels;
normal damaged and absent. The independent variables were the freezing-thawing
treatment, breed and the treatment by breed interaction. Spearman’s correlation
coefficient was used to estimate the relationship between the percentages of
sperm with damaged PT substructure with the percentage of live acrosome

reaction spermatozoa, within each ejaculate of both treatments.

RESULTS

Morphology of the PT-substructure

The ultrastructural morphology of the PT-substructure of boar spermatozoa was
considered as normal when this appeared scalloped because of numerous papillae
directed toward the equatorial segment of the PT layer (Fig. 2A). Damage
substructure was considered when it had a discontinuous scalloped (Fig. 2B) or
when eyelashes-like substructures were observed (Fig. 2C only observed after
cryopreserved). Substructure was considered absent when it was not observed

(Fig. 2d).



Integrity of the PT and the acrosome

The results obtained for the PT and acrosome integrity evaluation on fresh and
frozen-thawed semen are presented on Table 1. The freezing-thawing process
damaged the PT substructure integrity. The percentage of spermatozoa with
normal substructure decreased after freezing-thawing (83 vs. 47%) (P<0.001). The
percentage of live spermatozoa with intact acrosome before freezing was 78.7%
and decreased to 27.6% after the process (P<0.001). The percentage of live
spermatozoa with acrosome reaction increased from 19.5 to 54.9 after freezing-
thawing process (P<0.001). The percentage of dead spermatozoa increased after

the cryopreservation (2.1 vs. 17.5) (P<0.001).

The Spearmm’s coefficient of correlation between the percentage of sperm with
damaged PT substructure and the percentage of live acrosome reaction

spermatozoa, for all data was 0.68 (P=0.0026).

Perinuclear theca integrity by breed

The effect of breed was significant (P=0.0034) over the integrity of the PT
substructure. All breeds evaluated in this study had an increase on PT substructure
alteration (damaged substructure + absent substructure) and therefore a reduction
in the spermatozoa with normal PT substructure percentage resulting from the
freezing-thawing process (P=0.0001). No breed by treatment interaction effect was

observed (P=0.0736) (Table 2). There was high variability between boars in their



response to cryopreservation. This variability is shown by a significant (P=0.0057)

boar by treatment interaction.

DISCUSSION

The use of cryopreserved sperm for artificial insemination of sows is limited (Gilian
et al.,, 2004; Wongtawan et al., 2006) due to the low viability of the sperm after
cryopreservation (Watson, 2000; Meyers, 2005) It is well known that
cryopreservation causes damage to the spermatozoa (Watson, 2000; Meyers,
2005; Holt et al., 2005). The results of this investigation indicate that the freezing-
thawing process causes alterations to the PT substructure. The damage of PT
substructure and acrosome caused by freezing coincides with the reported by
Martinez et al. (2006) who found that the cryopreservation of bull semen causes
significant damage to the PT substructure. Both findings support the proposal by
Jager et al, (1990) who points out that the freezing-thawing process causes
alteration at the interior of human spermatozoa which allow external agents, such
as heparin to act on the genetic material of the cell. Sutovsky et al. (1997) found
that in the bovine spermatozoa the cytoskeleton may prevent access of
cytoplasmic factors to the sperm DNA and thus prevents decondensation of the
sperm nucleus. Therefore, one may assume that are the alterations on the PT
integrity in the frozen-thawed spermatozoa that decreased the sperm nuclear
stability, becoming sensible to foreign material or agents, such as decondensing

factors.



It had been reported that the process of freezing and thawing may result in a
significant deterioration of boar spermatozoa acrosomal integrity (Yagi and
Paranko, 1995). Acrosome integrity is important considering that it contains
enzymes with a crucial role in the penetration of the zona pellucida (Kjoestad et al.,
1993; Kumar et al.,, 2003). On the other hand, it has been proposed that the PT
could play a roll on stabilizing to the acrosome (Fiser at el., 1991) since PT
appears early in the spermiogenesis closely with the acrosomal and nuclear
membranes (Longo and Cook, 1991; Oko and Maravei, 1994). Furthermore, failure
in PT differentiation has been associated with acrosome deficient rounded head
spermatozoa (Escalier, 1990). Longo et al. (1987) have suggested that PT proteins
may contribute to the nucleus-acrosome association by providing some sort of
intermembranous cement. The results in this study show that after the freezing-
thawing process the percentage of absent acrosome is similar to the percentages
PT damage. However, while Martinez et al. (2006) found a correlation between the
number of sperm with absent PT substructure and the number of spermatozoa with
an acrosome reaction in the bull, the present study found that acrosome reaction
correlated to slighter alteration to the PT substructure. Thus suggesting that for bull
semen the PT substructure is less sensitive to cryopreservation process. This
could be possibly due to differences in the composition of the PT substructure,
since the substructure morphology is species-specific (Koehler, 1970; Olson et al.,
1983; Watson et al.,, 1995; Juarez-Mosqueda and Mujica, 1999; Martinez et al.,

2006).



In addition, since the PT is involved in events such as maintenance of spermatic
head integrity (Sutovsky et al.,, 1997), maintenance of the functional plasma
membrane domains (Gadella et al., 1995), spermatozoa penetration of the egg
(Yagi and Paranko, 1995), protection of spermatic DNA (Von Bolow et al., 1997;
Lecuyer et al., 2000), activation of the oocyte (Kimura et al., 1998) and
decondensation of sperm genetic material (Sutovsky et al., 2003), the damage
observed to the PT substructure could relate to more extensive damage to the PT,

thus affecting the fertilization process.

In the present study only in the cryopreserved boar spermatozoa was observed the
eyelash-like morphology of the PT substructure, which was reported in the boar
spermatozoa (Juarez-Mosqueda and Mujica, 1999). However, Juarez-Mosqueda
and Mdjica (1999), did not mentioned whether the samples they used had been
cryopreserved, thus is possible that the eyelash-like morphology associates with
alterations suffered by the PT in the cryopreservation process. Nevertheless, it
appears that the morphology of the PT substructure is species specific, as it
morphology differs for the rabbit (Koehler, 1970), bovine (Olson et al., 1983;
Ostermeier et al., 2001), ram (Watson et al., 1995) and guinea pig (Juérez-

Mosqueda and Mujica, 1999).

In conclusion, freezing-thawing caused ultrastructural changes to the PT-
substructure which was associated with acrosome loss. Our data reinforce the

hypothesis that PT stabilizes the acrosome, which may partially explain the



decrease fertility observed in cryopreserved boar semen. At the moment,
investigations are being made to define if the PT alterations affect the ability of the

spermatozoa to acquire fertility capacity.



Table |

The percentage of PT substructure; normal, damage and absent and the
percentage of acrosome integrity in fresh and frozen-thawed boar spermatozoa.

PT inteqgrity Acrosome integrity
% %
Treatment PTsN PTsD PTsAb LIA* LAR* Dead*
Fresh 83.3 11.9 4.8 78.7 19.5 2.1
Frozen-thawed 47.0 30.8 22.2 27.6 549 17.5

PT: perinuclear theca; (*)determine with tripan blue, Bismark brown and rose Bengal; PTsN: PT substructure normal;
PTsD: PT substructure damage; PTsA: PT substructure absent; LIA: Live intac acrosome; LAR: Live acrosome reaction.

P<(0.001)



Table Il
The percentage of PT integrity and marginal effect in fresh and frozenthawed

spermatozoa from four boar breed. The marginal effect it is the difference between

fresh and frozenthawing.

Treatment
Breed Fresh semen (%) _ Frozen-thawed semen (%) Maraginal effect (%)
PTsN PTsD PTsAb PTsN PTsD PTsAb PTsN PTsD PTsAb
Duroc 87.5 9.5 3.0 55.0 27.5 17.5 71.3 18.5 10.3
Mexican hairless 82.7 16.0 1.3 33.3 34.0 32.7 58.0 25.0 17.0
Landrace 78.0 14.0 8.0 48.7 26.7 24.7 63.4 20.4 16.4
Yorkshire 83.3 10.7 6.0 49.3 34.0 16.7 66.3 22.4 11.4

PTs: perinuclear thecasubstructure; PTsN: PT substructure normal; PTsD: PT substructure damage;
PTsA: PT substructure absent; LIA: Live intac acrosome; LAR: Live acrosome reaction.
Effect of the treatment P=0.0001, race P=0.0034, race interaction treatment P=0.0736



g

Fig. 1. Microphotographs of fresh and post-thaw pig spermatozoa heads. (a) A non-Brij-treated
spermatozoa head negatively stained. The plasma membrane (arrow) as well as the acrosome (A)
can be seen. Bar 1.1 mm. (b) A high-magnification view of the sperm head in (a) to show that when
the plasma membrane remains the PT-substructure is not seen (arrows). Bar 0.4 mm. (c) A thin
section of a Brij-treated spermatozoa showing that the plasma membrane, acrosome, and the
nuclear membrane have been solubilized, leaving a hull, the PT (arrows) covering the sperm

nucleus (n). Bar 0.25 nm.



Fig. 2. Electron microphotographs of negatively stain preparations showing the PT substructure
fresh and post-thaw pig spermatozoa. To expose the PT the spermatozoa were treated with Brij. (a)
Whole-mount sperm heads with PT exposed. Over the PT the substructure is apparent (arrow)
between the subacrosomal layer (SL) and the postacrosomal layer (PL) of the PT; it consists of a
row of appears scalloped pattern circling the sperm head. The inset shows a high-magnification
view of the substructure. Note that the substructure, which characterize the apical margin of the
postacrosomal layer, remains intact. Bar 0.4 mm. (b) Whole-mount post-thaw sperm head showing a
damage substructure. Note a discontinuity on the scalloped pattern (arrow). Inset shows a high
maghnification of the substructure where some frets are lacking. Bar 0.4 mm. (c) Whole-mount post-
thaw sperm head showing a substructure with a "eyelashes" appearance (arrows). Bar, 0.4 mm. (d)



Whole-mount post-thaw sperm head without substructure (arrows). Note that the apical portion of
the posacrosomal layer does not show PT substructure appearance. Bar 0.6 nm.
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