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RESUMEN

La trehalosa es un disacarido empleado como crioprotector impermeable en la
congelacion de semen porcino, no obstante se ha reportado que se requiere su
presencia en ambos lados de la bicapa lipidica para mostrar su maxima proteccion.
Por lo anterior, el objetivo de este proyecto fue evaluar si la adicién de liposomas
cargados con trehalosa en diluyentes para congelacion de semen de cerdo,
permiten mejorar los indices de viabilidad y motilidad al descongelado. La primera
fase del proyecto consistié en la preparacion y caracterizacidon de liposomas a base
de lecitina de soya en presencia de 300 mM de trehalosa y vacios, evaluandose su
tamano, indice de polidispersion, potencial zeta, morfologia, concentracion de
fosfolipidos y porcentaje de encapsulacion. Posteriormente, durante la segunda
fase se valoro el efecto de estos liposomas sobre la viabilidad y motilidad del
espermatozoide al descongelado, utilizandose 4 grupos experimentales de acuerdo
al diluyente de congelacion (trehalosa 300 mM, androstar ® cryoplus, liposomas
cargados con trehalosa y liposomas vacios). Los resultados de la caracterizacion
de liposomas demostraron la presencia de particulas esféricas con un porcentaje
de encapsulacion del 73%, un tamafio promedio de 357 nm y aglomerados. En
referencia a la valoracion de la viabilidad espermatica, no hubo diferencias
significativas (P>0.05) entre los grupos analizados, no obstante el porcentaje mas
alto fue de 26.93+£1.70% presentado por la trehalosa control, en tanto que en los
liposomas cargados se observo un 19.68+2.95%. Al contrario, en la motilidad si
hubo diferencia estadistica (P<0.05) entre los liposomas cargados (14.80+1.70%) y
el resto de los grupos, siendo el porcentaje del androstar ® cryoplus el mas alto
(23.331£1.66%). En conclusion, el uso de liposomas cargados con trehalosa permite
mantener la viabilidad del espermatozoide de cerdo al descongelado, no asi la
motilidad, requiriéndose mayor investigacion enfocada a la concentracion de

trehalosa intraliposomal.

Palabras clave: Trehalosa, liposomas, espermatozoide porcino, criopreservacion,
viabilidad, motilidad.



ABSTRACT

Trehalose is a disaccharide commonly used like a nonpermeating cryoprotectant in
boar semen cryopreservation, however it has been reported that its presence is
required on both sides of the lipid bilayer to show maximum protection. By the above
mentioned, the aim of this project was to evaluate if the addition of liposomes loaded
with trehalose in boar freezing extenders, can improve the rates of post-thaw viability
and motility. The first phase of the project involved the preparation and
characterization of lecithin-based liposomes in presence of 300 mM trehalose and
empty, evaluating the size, polydispersity index, zeta potential, morphology,
phospholipid content and entrapment efficiency. During the second phase, the effect
of these liposomes on the post-thaw sperm viability and motility was assessed using
four experimental groups according to the freezing extender (300 mM trehalose,
Androstar ® CryoPlus, liposomes loaded with trehalose and empty liposomes). The
results of the liposomes characterization showed the presence of spherical vesicles
with an entrapment efficiency of 73%, an average size of 357 nm and agglomerates.
Referring to the sperm viability assessment, there were no significant differences
(P> 0.05) between groups. Nevertheless the highest percentage was 26.93 £ 1.70%
presented by trehalose control, while in the loaded liposomes 19.68 + 2.95% was
observed. On the contrary, in motility there was a statistical difference (P <0.05)
between the loaded liposomes (14.80 + 1.70%) and the other groups, being the
percentage of Androstar ® CryoPlus the highest (23.33 + 1.66%). In conclusion, the
use of trehalose-loaded liposomes allows maintain the post-thaw viability but not
motility, requiring further investigation focused on the intraliposomal trehalose

concentration.

Keywords: Trehalose, liposomes, boar sperm, cryopreservation, viability, motility.
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1. INTRODUCCION

La inseminacién artificial en el sector pecuario es una herramienta que se ha
desarrollado en forma exitosa desde principios del siglo XX, atribuyéndosele
beneficios tales como el mejoramiento genético acelerado de la produccién (Bailey
y col. 2008). Actualmente, en el caso especifico de la especie porcina, ésta se lleva
a cabo empleando semen diluido en medios comerciales que permiten su
conservacion por hasta 10 dias a una temperatura de 15 a 20°C, obteniéndose
buenas tasas de fertilidad y prolificidad. En cuanto al uso de semen criopreservado
en cerdos, éste representa diversas ventajas para la industria, sin embargo las
condiciones de estrés térmico a la que es sometida la célula espermatica durante el
congelado resultan en alteraciones a diversas estructuras de ésta, como la
membrana plasmatica, que por su composicion estructural la hacen susceptible al
dafo celular (Watson, 2000; Medeiros y col. 2002; Maldjian y col. 2005; Bailey y col.
2008; Vadnais y Althouse, 2011), DNA (Thi Men y col. 2013; Fraser y Strzezec,
2007; Hu y col. 2008) citoesqueleto y acrosoma (Barrientos-Morales y col. 2009;
Gutiérrez-Pérez y col. 2011).

Con el propdsito de minimizar estas alteraciones, se han utilizado diversos
crioprotectores como el glicerol que estabilizan al espermatozoide bajo estas
condiciones extremas. No obstante los resultados obtenidos en el cerdo muestran
efectos adversos al utilizarlo en concentraciones superiores al 4% (Buhr y col.
2001). Esta situacién ha impulsado la busqueda y desarrollo de alternativas entre
las que se encuentra la trehalosa, que estabiliza a la célula tras la congelacion
(Crowe, 2002).

El efecto de la trehalosa ya ha sido probado en espermatozoides de cerdo
(Gutiérrez Pérez y col. 2009; Malo y col. 2010), bufalo (Shiva Shankar Reddy y col.
2010), macho cabrio (Naing y col. 2010), borrego (Aisen y col. 2002) y perro
(Yamashiro y col. 2007), al mejorarse los parametros de viabilidad celular al
descongelado. No obstante ha sido reportado que para obtener la maxima

proteccion conferida por el azucar, se requiere su presencia en ambos lados de la



célula (Chen y col. 2001; Costa Morato y col. 2008). Lo que conlleva la necesidad
de encontrar métodos para favorecer su ingreso al interior de la célula, entre los que
se encuentran la utilizacion en fibroblastos de una proteina formadora de poros (a-
hemolisina) en condiciones de desecacion (Cheny col. 2001). Con el mismo fin pero
en el caso de eritrocitos sometidos a criopreservacion, se ha probado la eficacia de
liposomas, en donde el tratamiento con estos mejoro significativamente la integridad
de la membrana plasmatica (Holovati y col. 2009). Respecto al uso de liposomas en
la congelacién espermatica, en especies como el bovino, bufalos y equinos se
observo un efecto positivo al descongelado (Répke y col. 2011; Kumar y col. 2015;
Wilhelm y col. 1996).

Cabe mencionar que a la fecha no existen reportes de la utilizacién de
liposomas cargados con trehalosa en la criopreservacion de espermatozoides, por
lo cual el objetivo de este proyecto es evaluar si la adicion de liposomas cargados
con trehalosa en un diluyente comercial para la criopreservacion de semen porcino,
permite mejorar los indices de viabilidad y motilidad al descongelado, a fin de contar
con una alternativa mas para poder llevar a cabo la congelacion de semen en

condiciones que permitan la conservacion del mayor numero de células.



2. ANTECEDENTES

2.1. Ventajas del semen congelado

La criopreservacion espermatica tiene sus inicios a partir de las
observaciones con espermatozoides humanos en 1776 y 1866 de Spallanzani y
Mantegazza respectivamente (Yeste, 2016). Sin embargo no fue hasta 1949 con la
primera descripcion del glicerol como crioprotector que comenzé su desarrollo
(Curry, 2000).

En la industria pecuaria la utilizacibn de semen congelado facilita la
distribucion de genes deseables, al permitir transportarlo a través de largas
distancias y con esto su importacion y exportacion. Asi mismo, su uso se puede
programar hasta que las hembras se encuentren en estro. Adicionalmente y
particularmente en la especie porcina, la criopreservacion de semen puede ser una
herramienta mas para el control de la transmisién de ciertos patégenos como el
circovirus tipo 2 y el virus del PRRS, ya que se pueden mandar a analizar muestras
de semen congelado mediante pruebas que requieran cierto tiempo para determinar
la presencia de estos. En relacidon a tecnologias reproductivas se ha mencionado
que la criopreservaciéon de semen facilita la seleccidon de sexo por citometria de flujo,
técnica cuya aplicacion impactaria significativamente en los programas
reproductivos de las explotaciones porcinas (Bailey y col. 2008).

La implementacion de bancos de semen congelado es otro aspecto
relevante, a fin de contar con una reserva genética que actue contrarrestando los
efectos de desastres naturales como el brote de una enfermedad (Johnson y col.
2000; Bailey y col. 2008).

A diferencia de la produccion bovina donde se emplea el semen congelado a
gran escala, en la especie porcina su uso se encuentra limitado al 1% del total de
las inseminaciones artificiales debido a la sensibilidad de los espermatozoides a las
bajas temperaturas, lo que resulta en una reduccion de la tasa de fertilidad y en el
numero de lechones por camada (Curry, 2000; Johnson y col. 2000). Es por esto



que tras décadas de investigacion no se ha logrado aun establecer exitosamente de

forma comercial.

2.2. La criopreservacion espermatica y el daio celular

Se ha demostrado que el estrés producido por el shock térmico al que es
sometida la célula espermatica durante el proceso de criopreservacion, ocasiona
una baja sobrevivencia de las células debido principalmente a la velocidad de
enfriamiento. Este hecho puede ser explicado mediante la “hipétesis de dos
factores” en la cual se establece que al utilizar rangos de enfriamiento rapidos, las
perdidas en cuanto al numero de células estan relacionadas con la formacion
intracelular de hielo y en el caso de rangos de enfriamiento lentos, estas seran
debido a la deshidratacion (Figura 1). Por esto, es necesario desarrollar este
procedimiento a un rango 6ptimo de enfriamiento para minimizar el dafio y mejorar
la sobrevivencia celular tras el descongelado (Glafke y col. 2012; Holovati y col.
2009).
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Figura 1. Ritmos de enfriamiento y eventos durante la congelacion. Cuando la temperatura disminuye a -5 °C se forma
hielo en el medio extracelular y el agua fluye fuera de la célula, si el subsecuente ritmo de enfriamiento es rapido, el agua
intracelular no fluye completamente y se forman cristales de hielo dentro de la célula. Si el ritmo de enfriamiento es lento la
célula se deshidrata y disminuye su volumen. El ritmo de enfriamiento optimo es aquel que es lo suficientemente lento para
evitar la formacion de hielo intracelular y lo suficientemente rapido para minimizar el dafio por la criopreservaciéon (Adaptada
de Yeste, 2016).



Aunado a lo anterior, durante este proceso se alteran diversas estructuras
celulares como las que se describen a continuacion, afectandose tanto la integridad
como la capacidad fecundante del espermatozoide.

La membrana plasmatica es considerada el principal sitio de dano al sufrir
ciertas condiciones como son: la transicion de fase, es decir el paso de un estado
liquido, presente en condiciones normales, a un estado de gel (Zeron y col. 2002;
Glafke y col. 2012); perdida en la asimetria de la membrana, al producirse cambios en
la distribucion de la fosfatidilserina que pasa de la monocapa interna a la externa
(Vadnais y Althouse, 2011); liberacion de fosfolipidos (Darin-Bennett y col. 1973);
perdida de colesterol (Maldjian y col. 2005); cambios osméticos (Fraser y col. 2014);
movimiento de balsas lipidicas (Vadnais y Althouse, 2011); asi como la peroxidacion
lipidica ocasionada por especies reactivas de oxigeno (ROS) como el perdxido de
hidrogeno (H202), aniones superoxido (O2") y radicales hidroxilo (OH"), formados como
producto del metabolismo normal de los organismos aerobios y cuyo exceso se
produce al haber un desbalance entre su produccion y desintoxicacion, llevada a cabo
por enzimas tales como superoxido dismutasa, glutation peroxidasa, glutation
reductasa y catalasa, presentes en el semen de mamiferos (Cerolini y col. 2000;
Frasery col. 2014).

El DNA presente en el nucleo celular es fragmentado debido a las ROS y a
endonucleasas que son liberadas de la membrana plasmatica del espermatozoide
dafiado, las cuales pueden ser activadas por cationes divalentes como Ca?* y Mg?*
(Fraser y Strzezek, 2007; Fraser y col. 2014). Igualmente, tras el proceso de
descongelacion se ha observado una desestabilizacion de la cromatina espermatica
(Corcuera y col. 2007; Hu y col. 2008; Thi Men y col. 2013).

En la mitocondria las modificaciones corresponden a una ruptura parcial de
la membrana mitocondrial interna y externa, lo que conlleva a la liberaciéon del
citocromo c?* que normalmente es impermeable a la membrana mitocondrial
externa debido a su tamaro. El aumento en la oxidacién de este citocromo c?* se
relaciona directamente con la liberacion de citocromo ¢ enddgeno, el cual es el

encargado de la activacion de la maquinaria apoptética (Schober y col. 2007).



En relacién a la teca perinuclear (estructura considerada el principal elemento
de citoesqueleto que se encuentra rodeando al nucleo espermatico), durante la
congelacion existe una despolimerizacion de los filamentos de actina, ya que estos
son sensibles a la temperatura, se pierde su subestructura y se ocasionan cambios
en la localizacion de la actina, lo que afecta los mecanismos de sefializacion de
capacitacion espermatica y reaccién acrosomal (Omega y col. 2006; Barrientos-
Morales y col. 2009; Gutiérrez-Pérez y col. 2011).

A su vez, la capacitacion espermatica consiste en una serie de eventos de
sefalizacion llevados a cabo en el tracto genital de la hembra (oviducto), mediante
los cuales el espermatozoide obtiene la habilidad para fecundar al 6vulo. Este
mecanismo consiste en la activacion de la Adenil Ciclasa por el bicarbonato y calcio,
a fin de estimular la produccion de AMPc el cual a su vez activa a la proteina quinasa
A, induciendo cambios en la conformacién de la membrana plasmatica
(principalmente asociados a la perdida de colesterol) para aumentar su fluidez.
Durante la congelacidén las alteraciones en la permeabilidad de la membrana
plasmatica permiten el flujo de estos iones, desencadenando la capacitacion de
forma prematura (Bailey y col. 2008; Vadnais y Althouse 2011). En adicién a lo
anterior, este flujo de calcio también activa la reaccidén acrosomal, evento mediante
el cual los espermatozoides capacitados liberan el contenido de su acrosoma por
exocitosis, contribuyendo con esto a la baja fertilidad del semen porcino congelado-

descongelado (Bailey y col. 2008).



2.3. Composicion de la membrana plasmatica del espermatozoide
porcino y su susceptibilidad al dafio por criopreservacién

La membrana plasmatica es una bicapa lipidica anfipatica formada
principalmente por fosfolipidos compuestos por una cabeza en su extremo hidréfilo
y por dos colas hidrocarbonadas de acidos grasos en el extremo hidréfobo, en la
cual se encuentran inmersas proteinas de membrana. Asi mismo presenta
colesterol, una molécula implicada en la caracteristica de impermeabilidad de la
membrana plasmatica (Alberts y col. 2008). Particularmente en los espermatozoides
mamiferos, esta composicion lipidica es muy importante para la maduracion,
viabilidad y funcién celular, siendo el diacilglicerol, glicerofosfatidilcolina,
glicerofosfatidiletanolamina y sulfogalactosilglicerolipido, los mas representativos
(Svetlichnyy y col. 2014).

En el caso especifico de la especie porcina, el espermatozoide contiene una
alta concentracién de acidos grasos insaturados (con uno o mas dobles enlaces cis
en la regién apolar de la membrana plasmatica) de cadena larga, principalmente de
acido docosahexaenoico (22:6n-3), esenciales para la fluidez de la membrana y
cuya proporcion se ve disminuida posterior a la descongelacion, debido a la
peroxidacién lipidica ocasionada por el exceso de (ROS) (Cerolini y col. 2000;
Maldjian y col. 2005).

Otra situacion que permite explicar la susceptibilidad de los espermatozoides
porcinos al choque térmico durante la criopreservacion es la baja proporcion de
colesterol, que trae como resultado la induccion de la transicién de fase a una
temperatura mas alta. En el caso del cerdo el radio molar de colesterol-fosfolipidos
presente en la membrana plasmatica es de 0.26, en tanto que el pico de la
temperatura de transicion de fase es a los 24 °C (Parks y Lynch, 1992). Asi también
la pérdida de colesterol relacionada con este proceso promueve cambios como en
la capacitacion espermatica (criocapacitacion), a diferencia de aquellas especies
como el bovino que son menos sensibles a las bajas temperaturas (Bailey y col.
2008).



2.4. Crioprotectores utilizados en el semen porcino

Con el propésito de minimizar las alteraciones ocasionadas en el
espermatozoide tras la descongelacion, se ha tenido la necesidad de evaluar
diversos protocolos que a través de agentes crioprotectores mejoren la calidad
espermatica. Estos pueden ser clasificados como permeables y no permeables,
dependiendo de su capacidad para penetrar a la célula, siendo ejemplo de estos el
glicerol y dimetilsulféxido en el primer caso, en tanto que las proteinas presentes en
la yema de huevo y leche, ademas de los azucares se agrupan dentro de los no
permeables (Yeste, 2016).

Al respecto uno de estos crioprotectores mas utilizado es el glicerol, no
obstante su aplicacion puede inducir alteraciones y viscosidad del citoplasma
espermatico, ademas de una desestabilizacion de la membrana plasmatica al
alterar la organizacion estructural de sus fosfolipidos y proteinas (Hammerstedt y
Graham, 1992). Aunado a esta situacion, los metabolitos de su degradacién como
el metilglioxal, resultan toxicos para la célula espermatica (Riddle y Lorenz, 1973).
Debido a esto en la especie porcina se han obtenido resultados variables, donde al
utilizarlo en concentraciones de 2% al 4% se mejoro significativamente la motilidad
y viabilidad espermatica (Gutiérrez-Pérez y col. 2009), atribuyéndosele ademas un
efecto antiapoptético (Zeng y col. 2014), y en concentraciones del 8%-10% se
mostré un incremento en la condensacion de la cromatina (Corcuera y col. 2007).
Al emplearlo en combinacién con otros compuestos como la L-glutamina se han
obtenido resultados positivos en cuanto a motilidad (Mercado y col. 2009), asi
también con la trehalosa, donde ademas se mejoraron parametros como la
sobrevivencia celular e integridad del acrosoma (Gutiérrez-Pérez y col. 2009). En
cuanto a diluyentes compuestos por glicerol con lactosa, las células espermaticas
mostraron una reduccion en cuanto a la fragmentacién del DNA (Fraser y Strzezek,
2007).

El agua de coco en polvo empleada en diluyentes preparados con lactosa y

trehalosa asociada con dimetilformamida, representa otra opcién para la



congelacion espermatica en la especie porcina ya que se han reportado mejoras
significativas en la calidad espermatica al descongelado (Silva y col. 2015).

La yema de huevo es otro componente de los diluyentes utilizados para la
criopreservacion de espermatozoides, la cual en presencia de trehalosa mejoré
significativamente la motilidad, integridad acrosomal y fertilizacion in vitro al
descongelado (Malo y col. 2010).

Fraser y Strzezek (2007) mencionan que al congelar el eyaculado completo,
es decir, manteniendo el plasma seminal, la fragmentacion del ADN es
significativamente menor utilizando un diluyente compuesto por lactosa, yema de
huevo de gallina o avestruz y glicerol.

Compuestos antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos como el glutation,
superoxido dismutasa (Orzolek y col. 2013), la catalasa, el acido ascérbico, el a
tocoferol, la L-cisteina (Zhang y col. 2012), butil hidroxitolueno (Trzcinska y col.
2015) y, recientemente, el acido rosmarinico (Lufio y col. 2014), también han sido
empleados con este objetivo mejorandose la viabilidad de las células posterior al
descongelado, al reducirse el estrés oxidativo causado por las ROS. La
centrifugacion del semen ha demostrado igualmente ser un aspecto importante, ya
que a una fuerza de 2400 g durante tres minutos tiene un efecto positivo en la
criosobrevivencia de los espermatozoides (Zhang y col. 2012).

En estudios recientes se ha reportado la aplicacidon de sistemas de liberacién
de colesterol como son las ciclodextrinas, esto antes de llevar a cabo la congelacion
(Lee y col. 2015), asi como en el diluyente para el descongelado del semen (Tomas

y col. 2014), mejorandose en ambos casos la viabilidad de las células.



2.5. La trehalosa como crioprotector espermatico

La trehalosa (a-D-glucopiranosil-(1,1)- a-D-glucopirandsido) es un disacarido
no reductor formado por dos moléculas de glucosa (figura 2), acumulado por
organismos anhidrobidticos para poder sobrevivir en ambientes secos (Crowe,
2002). Su efecto funciona a dos niveles: estabilizando las membranas y el
ensamblaje de lipidos durante la deshidratacion y estabilizando a las proteinas,
manteniéndolas en estado plegado bajo condiciones que normalmente promoverian

su desnaturalizacién (Chen y col. 2001; Holovati y Acker, 2007; Luo y col. 2008).

CH-OH
HO H
HO OH
OH
OH
OH
O
H
CH-OH
TREHALOSA
a-D-glucopiranosil-(1,1)-a-D-glucopirandésido

Figura 2. Molécula de trehalosa (Adaptado de Magazu y col. 2007).

El mecanismo de accion de la trehalosa sobre la membrana plasmatica de
las células sometidas a condiciones de estrés, se lleva a cabo formando complejos
con las bio-macromoléculas y remplazando al agua, uniéndose a los residuos
polares mediante puentes de hidrogeno, previniendo asi la desnaturalizacion de
proteinas y la fusion de membranas (Crowe, 2002).

Aunado a su efecto protector, en estudios recientes se ha mostrado la
capacidad exclusiva de la trehalosa para neutralizar ROS conferida por el enlace
a,0-1,1 de este disacarido, que al interactuar con los dobles enlaces cis de los
acidos grasos insaturados, reduce significativamente los niveles de oxidacion (Oku
y col. 2003). Para que se obtenga un efecto significativo en relacion a lo antes
mencionado, la trehalosa tiene que estar presente en ambos lados de la célula (Luo
y col. 2008; Thi y col. 2013; Herdeiro y col. 2006; Costa Morato y col. 2008),
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resultando en el desarrollo de mecanismos que permitan la incorporacion exitosa
de este disacarido al interior de la célula, como son proteinas formadoras de poros
(a-hemolisina) en fibroblastos (Tani Chen y col. 2001) y liposomas empleados en
células troncales del cordon umbilical (Rodrigues y col. 2014), asi como en
eritrocitos (Holovati y col. 2009), mejorandose su viabilidad tras someterlas a
condiciones ambientales extremas.

Estudios realizados en espermatozoides de cerdos (Gutiérrez-Pérez y col.
2009; Malo y col. 2010; Thi Men y col. 2013), bufalos (Shiva Shankar Reddy y col.
2010), machos cabrios (Naing y col. 2010), borregos (Aisen y col. 2002; Najafi y col.
2013; Pelufo y col. 2015) y perros (Yamashiro y col. 2007) donde se utiliza la
trehalosa como crioprotector a nivel extracelular, se observa una mejora en la
viabilidad celular tras el descongelado, sin embargo en especies como la liebre café
europea no se observo ningun efecto en concentraciones de 100 mM (Kozdrowski,
2009).

11



2.6. Uso de liposomas en células

Los liposomas son vesiculas lipidicas artificiales de forma esférica y tamano
variable en las cuales se puede encapsular un volumen acuoso (Toh y Chiu, 2013).
A estas particulas se les han atribuido diversas aplicaciones en el espermatozoide
como son: protector de la funcidon espermatica tras el proceso de criopreservacion;
vehiculo para la incorporacion de material externo; regulador de eventos como la
capacitacion espermatica, interaccion de gametos, fusion de membranas y reaccién
acrosomal, a través de sus lipidos; y como herramienta para el estudio de los
canales idnicos de la membrana mediante Patch-Clamp (Sullivan y Saez, 2013).

En lo concerniente a liposomas cargados con trehalosa (Figura 3), su
capacidad para introducir el azucar a las células ya ha sido probada en eritrocitos,
utilizando particulas compuestas a base de DPPC (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfocolina), fosdatidilserina (PS) y colesterol, mejorandose la integridad de la
membrana plasmatica tras la exposicion a bajas temperaturas (Holovati y col. 2009).
De igual manera al usar liposomas preparados con fosfatidilcolina, estearilamina y
colesterol en células troncales obtenidas del cordon umbilical, se mejoré

significativamente la viabilidad celular al descongelado (Rodrigues y col. 2014).

owe [
Fosfoglicérido
L)
® s
® . Trehalosa
) | .
®

Figura 3. Modelo de liposoma cargado con trehalosa. Presencia de trehalosa en el centro acuoso y su interaccion con los

grupos cabeza de los fosfoglicéridos (Adaptado de Roy y col. 2016).
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En cuanto a la propiedad protectora conferida a estas vesiculas sobre los
espermatozoides durante el proceso de criopreservacion, ésta ha sido atribuida al
intercambio de fosfolipidos y colesterol realizado entre los liposomas y la membrana
plasmatica, logrando estabilizar su conformacién. El efecto de los liposomas sobre
células espermaticas ya ha sido demostrado en bovinos donde los liposomas
compuestos por DOPC:DOPG (1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina:1,2 dioleoil-sn-
glicero-3-fosfo-[1"-rac-glicerol]) y DMPC (1,2-dimiristoil-sn-glicerofosfocolina)
mejoraron significativamente la motilidad y sobrevivencia celular (Répke y col.
2011). En un estudio donde se incubaron células espermaticas y ovocitos de esta
misma especie con liposomas preparados a base de fosfatidilcolina de huevo, se
observd una mayor resistencia a bajas temperaturas, concluyéndose que la
asociacion de liposomas con membranas celulares puede alterar la temperatura de
transicion de fase, haciéndolas menos susceptibles al dafio celular (Zeron y col.
2002). En el caso de la especie porcina, se demostr6 que el incubar
espermatozoides con liposomas hechos de una mezcla de fosfolipidos
seleccionados, mejora la motilidad y viabilidad celular en comparacion a liposomas
compuestos de lipidos extraidos de la membrana plasmatica de la cabeza del
espermatozoide fresco (He y col. 2001). En referencia a la utilizacion de liposomas
comerciales, se ha reportado que en bufalos se mejoré significativamente la
motilidad al descongelado (Kumar y col. 2015), en tanto que garanones no se
observaron diferencias significativas en comparacion a los resultados obtenidos con

la yema de huevo como crioprotector (Pillet y col. 2012).
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3. HIPOTESIS

La adicion de liposomas cargados con trehalosa a un diluyente utilizado para
la congelacion de semen porcino, mejorara los indices de viabilidad y motilidad
espermatica al descongelado en comparacion a los obtenidos con diluyentes

convencionales.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar si la adicion de liposomas cargados con trehalosa en diluyentes para
criopreservacion de semen porcino, mejora los indices de viabilidad y motilidad

espermatica al descongelado.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Preparaciéon y caracterizacion de liposomas a base de lecitina de soya

cargados con trehalosa.

e Criopreservacion de semen porcino empleando liposomas cargados con

trehalosa como agente crioprotector.

e Valorar el efecto del tratamiento sobre la motilidad posterior al descongelado.

e Evaluar la integridad de la membrana plasmatica posterior al descongelado.
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6. MATERIALES Y METODOS

El presente proyecto se desarroll6 en dos etapas descritas a continuacion,
detallando posteriormente las técnicas empleadas en cada uno de los experimentos

realizados.
1. Elaboracion y caracterizacion de liposomas:

Esta etapa consistié en la preparacion de liposomas utilizados para la
formulacion de los diluyentes experimentales (cargados en presencia de 300 mM
de trehalosa y vacios) y en la subsecuente caracterizacion de estos, evaluando
algunas peculiaridades de las particulas como: tamano, indice de polidispersion

(PDI), potencial zeta (), forma y cuantificacion de fosfolipidos y trehalosa.
2. Criopreservacion y valoracion espermatica al descongelado:

La segunda etapa correspondié en la formulacién de los diluyentes para
congelacion (experimentales y control), toma de muestras, valoracion del semen,
criopreservacion, descongelado y evaluacion de la motilidad y viabilidad

espermatica.

6.1. Preparacion de liposomas

La preparacién de liposomas se realizd6 por el método de calentamiento
(Linares-Alba y col. 2016) empleando L-a-fosfatidilcolina (lecitina de soya) y
colesterol (Relacién molar 60:40 %Moles). El colesterol se reconstituyo con un
amortiguador isotonico (NaH2PO4-H20 + NaOH + NaCl, 0.1 M, pH 7.45) en agitacion
constante (500 rpm) calentandolo a 83 °C durante 15 minutos, cumplido lo cual se
agrego la lecitina, trehalosa y glicerol (agente dispersante). Posteriormente se utilizé
nitrégeno (N2) para retirar el oxigeno de la solucién de trabajo, previniendo asi una
posible peroxidacion lipidica. Nuevamente la preparacion se calenté a 75 °C durante

35 minutos conservando la agitacion, dejandose enfriar en agitacion al término del
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tiempo. A continuacion, bajo condiciones asépticas, se procedio a la extrusion con
una unidad de filtracion para jeringa millex de 0.45 uym (Millipore Co., U.S.A.).
Finalmente se esterilizé usando una membrana PVDF (polifluoruro de vinilideno)
hidrofilica con un poro de 0.22 ym (Durapore; Millipore Co.), colocada sobre el
soporte del filtro a presion de acero inoxidable (Millipore Co., U.S.A.) usando
nitrogeno (N2). La solucion estéril se coloco en un frasco de cristal estéril,
manteniéndolo en congelacion hasta su uso.

Los liposomas vacios se prepararon bajo las mismas condiciones de los

liposomas cargados, unicamente omitiendo el agregar trehalosa a la solucion.

Tabla 1. Formulacién de liposomas

Composicion Cargados Vacios
Colesterol (mg) 7.73 7.73
Lecitina de soya (mg) 23.3 23.3
Trehalosa 300 mM (g) 1.1348 -
Glicerol (mg) 300 300

*Volumen final de 10 mL

6.2. Caracterizacion de las formulaciones de liposomas
6.2.1. Tamano de la particula y PDI

La determinacion del tamafio promedio de la particula y el PDI de las
formulaciones liposomales se llevé a cabo por dispersiéon dinamica de luz (DLS, por
sus siglas en ingles), utilizando el Zetasizer Nano ZS analyzer ZEN 3600 (Malvern
Instruments Ltd, U.K.). El analisis se realizé con un angulo de deteccion de 173°,
tomando en cuenta el promedio de tres mediciones por formulacion.

A través del PDI se valoré la distribucién en cuanto al tamafio de los
liposomas, considerando que a mayor PDI el intervalo en el tamafio de las vesiculas

sera mayor.
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6.2.2. Potencial Zeta

El potencial Zeta de las vesiculas liposomales fue determinado empleando
dispersion de luz electroforética, usando el Zetasizer Nano ZS analyzer ZEN 3600
(Malvern Instruments Ltd, U.K.). El analisis se realizé a una temperatura de 25 °C,
tomando en cuenta el promedio de tres mediciones por formulacion.

Esta caracteristica fue utilizada como un indicador de estabilidad
electrostatica en las dispersiones, considerandolas como estables al tener como
minimo un ¢ de £ 30 mV (Mdller y col. 2001).

6.2.3. Microscopia electrénica

Para la visualizacion por microscopia electronica de transmision (TEM) de los
liposomas cargados con trehalosa se utilizé un microscopio electronico marca JEOL
modelo JEM-1200EX II, realizando una tincion negativa con acetato de uranilo al
2%. Las rejillas de cobre recubiertas de carbon empleadas fueron sometidas a carga

eléctrica con el objetivo de volverlas hidrofilicas y fijar mejor la muestra.

6.2.4. Cuantificacion colorimétrica de fosfolipidos

Esta se llevo a cabo mediante espectrometria visible, analizando el complejo
formado entre los fosfolipidos y el compuesto colorimétrico (ferrotiocianato de
amonio) (Stewart, 1980) utilizando un espectrofotometro S2000, una fuente de luz
de Tungsteno DT-1000CE-BT (Ocean Optics, Inc., U.S.A.) y una cubeta de cuarzo
con un paso optico de 10 mm. La absorbancia se midié a una longitud de onda (Amax)
de 488.22 nm.
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o Preparacion del ferrotiocianato de amonio (AFR)

Para la preparacion de la solucion se disolvié 2.703 g de cloruro férrico hexa-
hidratado (FeCls-6H20) y 3.04 g de tiocianato de amonio (NH4-SCN) en agua
destilada desionizada, aforando a 100 mL (Stewart, 1980).

o Curva de calibracion de la lecitina

Se preparo una solucion stock de 0.1 mg/mL de lecitina de soya utilizando
diclorometano (CH2Cl2) como disolvente. Posteriormente fueron tomadas alicuotas
del stock con diferentes concentraciones de lecitina, utilizando un rango de 0.03 a
0.1 mg/mL, aforandose a 2 mL con diclorometano. Cada una de estas muestras fue
analizada, agregandosele 2 mL del compuesto AFR, llevandolas al vortex durante
2 minutos y centrifugandolas a 2500 g durante 10 minutos, para finalmente medir la
fase del diclorometano en el rango del espectro visible (400-700 nm) en un tiempo

maximo de 10 minutos después de formado el complejo colorimétrico.

o Cuantificacion de fosfolipidos

De cada preparacion de liposomas (cargados y vacios) se tomo6 una muestra
(100 pL de liposomas cargados con trehalosa y 200 pL de liposomas vacios), la cual
fue diluida con metanol en una concentracion 1:1 (v/v) y colocada en el vortex
durante 2 minutos. Posteriormente se aforo a 2 mL con diclorometano, se agregaron
2 mL de AFR llevandose nuevamente al vortex durante 2 minutos, tras lo cual se
centrifugo a 2500 g durante 10 minutos. Finalmente con una pipeta se tomo la fase
organica y se procedié a medir la absorbancia del complejo.
La concentraciéon de fosfolipidos de las muestras fue calculada empleando los
datos obtenidos en la curva de calibracion.
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6.2.5. Cuantificacion de trehalosa y porcentaje de encapsulaciéon

El analisis para la determinacion de trehalosa en la dispersion de liposomas
cargados se realiz6 mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC, por
sus siglas en inglés), adaptado a un detector por dispersion de luz por evaporacion

(ELSD, por sus siglas en inglés).

o Condiciones cromatograficas

Cromatografo: Sistema HPLC Infinity Quaternary LC 1260, Agilent

Columna: Hiplex H Agilent, 8 um, 300x7.7 mm, Agilent, PL1170-6830
Detector: ELSD, Agilent, Infinity 1290

Volumen de inyeccion: 1 yL de muestra

Temperatura de la columna: 65 °C

Fase movil: agua grado HPLC, filtrada en membrana de 0.22 uym, desgasada

Velocidad de flujo: 0.6 mL/min

o Curva de calibracion

Se prepararon alicuotas de una solucién de trehalosa disuelta en un
amortiguador isotonico con diferentes concentraciones de lecitina, utilizando un
intervalo de 0.1 a 10 mg/mL.

Cada muestra fue analizada por triplicado.

20



o Manejo de la muestra

Muestras de 500 uL de la dispersion de liposomas cargados con trehalosa
fueron centrifugadas a 14,000 g durante 40 minutos, empleando un filtro para
centrifuga Amicon ® Ultra 0.5 mL con un peso molecular limite de 10 K (Millipore
Co.) para separar la trehalosa no encapsulada (sobrenadante), Para la obtencién
de los liposomas se utilizé nuevamente este filtro colocandolo boca abajo en un tubo
limpio, centrifugando la muestra a 14, 000 g durante 10 minutos. Finalmente se
procedié a romper las vesiculas utilizando diclorometano en una concentracion 1:1
(v/v), llevandolo al vértex durante 2 minutos y tomando la fase acuosa para el

analisis cromatografico por triplicado.

Con el objetivo de obtener la cuantificacion de trehalosa total en la dispersion
se evaluo ademas una muestra del lisado de liposomas completos, es decir, sin

haber sido sometidos al proceso de separacion por centrifugacion.

o Porcentaje de encapsulacion

El porcentaje de encapsulacion (EE) fue calculado de acuerdo a la
concentracion de trehalosa cuantificada en el lisado de liposomas y a la total (por

HPLC), de acuerdo a la ecuacion descrita a continuacion:

EE= Trehalosa en lisado de liposomas x 100
Trehalosa total

21



6.3. Coleccién y evaluacion de semen

Se utilizaron 4 eyaculados obtenidos de 2 sementales en etapa productiva
pertenecientes al Centro de Ensefianza, Investigacion y Extensién en Produccion
Porcina (C.E.I.LE.P.P.) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM, ubicado en la localidad de Jilotepec en el Estado de México. En un principio
se limpié la zona del prepucio para evitar la contaminacion del eyaculado, se
procedio a la colecta del eyaculado mediante la técnica de la mano enguantada,
diluyéndolo posteriormente en diluyente comercial de larga conservacion
(Androsrtar ® Plus, Minitube, Alemania) atemperado a 37 °C con una proporcién 1:1
(VIV).

La motilidad progresiva y el vigor espermatico (tipo de movimiento) fueron
evaluados poniendo una gota de la muestra sobre un portaobjetos atemperado y
colocando un cubreobjetos, otorgandosele un valor de 0 a 100% en el caso de la
motilidad y de 0 a 5 para el vigor (5= movimientos progresivos y muy rapidos, 4=
movimientos rapidos; 3= movimientos progresivos y sinuosos; 2= movimientos
anormales y algunos progresivos; 1= sin movimiento progresivo, girando sobre si
mismos; y 0= sin movimiento) a la observacién en el microscopio éptico con un

objetivo de 10x (Gutiérrez-Pérez y col. 2009).

La concentracion espermatica y el porcentaje de células anormales fueron
determinados por conteo en la Camara de Neubauer, aplicandose para la

estimacion del primer caso la siguiente férmula:

Numero de espermatozoides * 21 * 10,000 * 5 = Concentracion espermatica/mL
Donde:

21= Factor de dilucion

10,000= Dimensién de la camara

5= Numero de cuadros contabilizados

22



Criterios de exclusion: Los eyaculados que mostraron una motilidad menor al
80%, un vigor espermatico menor a 4, asi como un porcentaje mayor al 20% de

morfoanomalias fueron descartados.

6.4. Congelacion espermatica

La criopreservacion del semen se llevo a cabo en dos tiempos denominados
de refrigeracion y glicerolizacion (Gutiérrez-Pérez y col. 2009), utilizando diluyentes
experimentales preparados a partir de liposomas, y los controles basados en
protocolos ya probados en esta especie. La formulacion de cada uno de estos se

realizé como se describe a continuacion.

Tabla 2. Formulacién de diluyentes para congelacion

Experimentales Control
Componente Liposomas Liposomas Trehalosa Androstar ®
cargados vacios 300 mM? CryoPlus®
Liposomas cargados (mL) 1 - - -
Liposomas vacios (mL) - 1 - -
Yema de huevo (mL) 1 1 2 2
Trehalosa (g) - - 1.135 -
Androstar ® CryoPlus (g) 0.849 0.849 - 0.849
Gentamicina (uL) - - 10 -
Agua tridestilada (mL) 7.7 7.7 8 7.7

Volumen final= 10 mL
@ Adaptado de Gutiérrez-Pérez y col. 2009
b | a preparacion se siguié de acuerdo a las especificaciones del fabricante

A partir de los diluyentes preparados, se tomaron alicuotas de 5 mL para la
fase de refrigeracion (A) y de 4.7 mL para la fase de glicerolizacion (B),
adicionandole a cada uno de los 4 diluyentes 0.3 mL de glicerol.

Posterior a la formulacién, se tomaron alicuotas de la muestra de semen
ajustandose su concentracion a 600 x 108 espermatozoides/mL, tras lo cual se
centrifugaron a 1500 rpm durante 10 minutos, se retir6 el sobrenadante y se
reconstituyeron con el diluyente A. Realizado esto, las muestras se mantuvieron a

16 °C durante hora y media, seguido de una conservacion a 4°C durante dos horas.
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El diluyente B se introdujo en el refrigerador al mismo tiempo que las muestras con
el objetivo de que se mantuvieran a la misma temperatura al momento de la adicion.

En el periodo de congelacién se agrego el diluyente B a 4 °C, esto de manera
creciente y gradual para minimizar la toxicidad del glicerol sobre el espermatozoide.
Una vez agregado el glicerol (3%), el semen se coloco en pajillas de 0.5 mL por
aspiracion y se sellaron con alcohol polivinilico. A continuacion las pajillas selladas
fueron expuestas a los vapores de nitrogeno (-130 a -150 °C) durante 15 minutos,
dejando una distancia entre las pajillas y el nitrdgeno de 4 cm. Finalmente se
sumergieron en el nitrégeno liquido, previa colocaciéon en gobelets de plastico

(Gutiérrez-Pérez y col. 2009).

6.5. Descongelacion

La descongelacién de tres pajillas por tratamiento se realiz6 a los 15 dias de
la congelacion, empleando un bafio Maria a 37 °C durante 30 segundos, cumplido
lo cual, el contenido de cada una de estas se reconstituyo en un diluyente de larga
conservacion (Androsrtar ® Plus, Minitube, Alemania) con una proporcion 1:6 vlv,
dejandolo estabilizar durante 10 minutos a una temperatura de 37 °C (Gutiérrez-
Pérez y col. 2009).

6.6. Valoraciéon espermatica

La valoracion de las muestras fue realizada al cumplirse los 15 minutos de

estabilizacién y siempre llevada a cabo por la misma persona.
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6.6.1. Motilidad progresiva

Se tomé una muestra de 10 pL de cada pajilla descongelada, colocandola en
un portaobjetos atemperado a 37 °C y poniéndole un cubreobjetos para su
evaluacion por observacion directa en el microscopio optico, utilizando para esto el
objetivo de 10x. El resultado fue determinado de acuerdo al porcentaje de células
moviles (0-100%) (Gutiérrez- Pérez y col. 2009).

6.6.2. Viabilidad espermatica

La viabilidad espermatica fue evaluada mediante la tincion de eosina-
nigrosina (eosina 0.67 g, nigrosina 5 g, 40 mL de solucién de glucosa al 5% y agua
bidestilada c.b.p. 100 mL), valorandose la integridad de la membrana plasmatica
(Bamba, 1988).

Para esta técnica se procedié a diluir la muestra con la tincibn en una
concentracion 1:8 (v/v), dejandolo incubar a 37 °C durante 5 minutos. Transcurrido
este tiempo se realizé el frotis, el cual se mantuvo a temperatura ambiente para su
secado (Gutiérrez- Pérez y col. 2009).

Los espermatozoides con membrana plasmatica alterada permitieron la
entrada del colorante y se tiferon. La membrana plasmatica funcional excluye el

colorante y por lo tanto los espermatozoides intactos no presentaron coloracién
(Gutiérrez- Pérez y col. 2009). La evaluacién se realizé en un microscopio éptico con un

objetivo de 100X, contando un minimo de 200 espermatozoides por muestra.
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6.7. Analisis estadistico

Para llevar a cabo los analisis correspondientes a las curvas de calibracion
(regresion lineal simple) y de los resultados obtenidos al descongelado se utilizé el
paquete estadistico IBM SPSS version 20, aplicandose en principio las pruebas de
Levene y Shapiro-Wilk, para probar los supuestos de homogeneidad de varianza y
normalidad respectivamente. En el caso de las variables que cumplieron con estas
condiciones se realiz6 un andlisis de varianza, determinando la diferencia de medias
mediante la prueba de comparaciones multiples denominada Prueba de Tukey. Por
el contrario, en variables que no se distribuyeron de manera normal, se usé la
prueba no paramétrica de Kruskal Wallis empleando el programa estadistico R
version 3.1.0, para determinar la diferencia estadistica significativa entre los

tratamientos evaluados.
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7. RESULTADOS

7.1. Caracterizacion de las formulaciones de liposomas
7.1.1. Caracterizacion fisica de liposomas

Como se muestra en la tabla 3, el tamafo de los liposomas cargados con
trehalosa fue mayor en comparacién con el otro preparado. Asi también se observo
que el PDI fue mayor, lo que significa un intervalo mas amplio en el tamafo de las
particulas. De acuerdo a la evaluacion del ¢, en ambas soluciones el resultado fue
negativo, mostrando una tendencia a la aglomeracién, lo que resulta en
dispersiones inestables (<-30 mV).

Tabla 3. Caracterizacion fisica de liposomas

Preparado Tamaio (nm) PDI ¢ (mV)
(300 m?\:/la(rj%a'queshalosa) 357 + 23.22 0.434 +0.009  -18.13 + 0.466
Vacios 256 + 6.302 0.326+0.028  -17.9 + 0.251

*Los valores representan los promedios * error estandar de mediciones por triplicado.

Las imagenes de las particulas cargadas con trehalosa se muestran en la
figura 4, donde se demuestra la presencia de estructuras esféricas electrolucidas
rodeadas por un borde electrodenso y con un tamafo promedio de 325 nm, datos
que coinciden con la informacion obtenida por dispersion dinamica de luz (DLS, por

sus siglas en ingles).
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Figura 4. Liposomas esféricos visualizados por TEM

7.1.2. Cuantificacion colorimétrica de fosfolipidos

Los resultados de la curva de calibracion mostraron que la absorbancia se
incrementa en promedio 5.377 unidades por mg de lecitina de soya, mientras que
la absorbancia promedio de la muestra sin lecitina de soya es de 0.037 unidades,
con una R?de 0.992.

La cuantificacion se llevd a cabo tomando en cuenta el promedio de tres
mediciones aplicadas a las muestras de cada una de las dispersiones, resultando
en un mayor rendimiento en el caso de los liposomas cargados con trehalosa (61%).

En la tabla numero 4 se pueden observar los datos obtenidos respecto a la
concentracion promedio de fosfolipidos de las muestras de liposomas cargados con

trehalosa y vacios.

Tabla 4. Cuantificacion final de fosfolipidos
Concentracion de Coeficiente de

Medicion Rendimiento

fosfolipidos (mg/mL) variaciéon
Cargados 1.42933 £ 0.148 18% 61%
Vacios 0.92067 + 0.092 17.5% 39%

*Los valores representan los promedios * error estandar de mediciones por triplicado.
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7.1.3. Cuantificacion de trehalosa y porcentaje de encapsulacion

Los resultados obtenidos tras la curva de calibracion (grafico 1) mostraron un
tiempo de retencion promedio de la trehalosa de 8.4048 minutos. La ecuacion

obtenida tras el analisis de regresion lineal simple fue:

ABC=585113.380 (T) - 518205.022, con una R?=0.993.

RZ Linear = 0.993

B6000000.00—

5000000.004

4000000.00—

3000000.00—

2000000.00—

x

Area bajo la curva

1000000.00+

00—

T 1 | T | T
.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
Concentracion (mg/mL)

Grafico 1. Diagrama de dispersién. Se muestra una asociacion con pendiente positiva entre la concentracion de trehalosa
y el area bajo la curva (ABC).

En referencia a los resultados generados de las muestras separadas y a la
concentracion total de trehalosa, estos se muestran en la tabla 5, observandose que
la concentracion de trehalosa encapsulada dentro de los liposomas fue de 69.375
mg/mL, con un porcentaje de encapsulacion del 73%. ElI cromatograma obtenido
del analisis cuantitativo por HPLC de una de las muestras de lisado de liposomas

se ilustra en el gréfico 2.
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Grafico 2. Cromatograma de HPLC con deteccion por ELSD de una muestra de lisado de liposomas.

Tabla 5. Analisis cromatografico de liposomas cargados

(Aw) @s113 10199)9p |9p |eULS

. ‘. Concentracion de
Tiempo de retencion

Medicion (min) trehalosa
(mg/mL)
Lisado 8.379 69.375 + 3.7676
Liposomas completos 8.388 94.648 + 0.5099

*Los valores representan los promedios + error estandar de mediciones por triplicado.




7.2. Valoracion espermatica al descongelado

Los resultados de la evaluacion de los eyaculados diluidos antes de llevar a cabo la
congelacion se muestran en la tabla 6, observandose que unicamente fueron
utilizados los eyaculados que cumplieron los criterios establecidos en la

metodologia.

Tabla 6. Valoracion del estado de los eyaculados en fresco
Motilidad (%) Vigor espermatico Viabilidad (%)
81.2+0.30 4 85.5+£0.38

*Los valores representan la media * error estandar; n=4

En los resultados al descongelado respecto a la motilidad espermatica (Tabla
7) se observd una diferencia estadistica (P<0.05) entre los tratamientos
experimentales, que consisten en el diluyente comercial con la adicion de liposomas
cargados con trehalosa y vacios, y el Androstar ® Cryoplus, siendo este ultimo el

diluyente con el mayor porcentaje de células motiles.

A diferencia de lo anterior, la viabilidad espermatica no mostré diferencia
significativa (P>0.05) al compararla entre los tratamientos utilizados para la
congelacion. Sin embargo la tendencia numérica presentada por los liposomas

cargados fue menor.
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Tabla 7. Efecto de liposomas sobre la motilidad y viabilidad al
descongelado

Diluyente Motilidad (%) Viabilidad (%)
Trehalosa (300 mM) 21.9+1.34 26.9+1.70
Androstar ® Cryoplus 23.3+1.662 23.2+1.85
Liposomas cargados 148+ 1.70° 19.7 £ 2.95
Liposomas vacios 16.1+3.34 P 21.6 £ 3.65

*Los valores representan la media * error estandar: n=12
2 Literales diferentes por columna indican diferencia (P<0.05).
* Variable motilidad = Kruskal Wallis; * Variable viabilidad = Tukey.

En la figura numero 5 se ilustra el parametro antes referido mostrandose
espermatozoides vivos, que no presentan coloracién alguna ya que mantuvieron
integra su membrana plasmatica y espermatozoides muertos que tras el proceso de
congelacion-descongelacién sufrieron alteraciones en la membrana plasmatica, las

cuales permitieron la penetracion del colorante.

Figura 5. Tincién de Eosina-Nigrosina de espermatozoides descongelados de cerdo. La letra V sefiala espermatozoides
vivos criopreservados con un diluyente a base de liposomas cargados con trehalosa, mientras que la letra M indica los

espermatozoides muertos.
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8. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La utilizacion de dispersiones coloidales que permitan la liberacion de
farmacos ha sido empleada desde hace ya varios afnos. Un ejemplo de estos
sistemas son los liposomas, vesiculas que por su anfipaticidad permiten la
incorporacion en su centro acuoso de material impermeable para la célula como la
trehalosa. En el presente trabajo fueron utilizadas estas particulas llevando a cabo
Su preparacion y caracterizacion, siendo esto ultimo un aspecto de especial
relevancia para obtener un panorama completo de su comportamiento en los
espermatozoides. En virtud de lo expuesto, es importante mencionar que gran parte
del tiempo dedicado al desarrollo de esta investigacion fue empleado en la
estandarizacion de los procesos de caracterizacion, principalmente los dirigidos a la

cuantificacion de fosfolipidos y trehalosa.

Al considerar el tamario de los liposomas, se conoce que particulas pequenas
poseeran una mayor area superficial en las células a comparacion de particulas
grandes en un mismo volumen (Sinko, 2006). Nuestros liposomas cargados tuvieron
un tamafno de 357 nm y los vacios de 256 nm, asumiendo que esa diferencia es
debido a la trehalosa encapsulada ya que Linares y col. (2016) obtuvieron liposomas
cargados con sirolimus con un mayor tamafo que los vacios, al utilizar la misma
técnica de manufactura que la que utilizada en este proyecto (calentamiento). Por
otra parte Holovati y Acker (2007) fabricaron liposomas cargados con trehalosa de
mayor tamano que los nuestros (401 nm), debido a la extrusion repetida realizada
a través de un poro con un tamano de 400 nm. Corroborando lo anterior, Roy y col.
(2016) mencionan que el tamafo de una vesicula se incrementa en presencia de
trehalosa, ocasionado por las interacciones del azucar con los grupos cabeza de los

glicerofosfolipidos que componen la membrana.

Durante la fabricacién de los liposomas se pueden formar agregados que
tienden a generar particulas de mayor tamafio aumentandose el indice de

polidispersion (PDI), de ahi que en este proyecto se utilizé6 dicho indice para
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determinar si nuestras particulas se encontraron de manera homogénea en el
intervalo del tamafio esperado o si se habian formado agregados que aumentaran
la proporcién de particulas con un tamano superior (Muller y col. 2001). EI PDI
obtenido en los liposomas cargados fue de 0.434, sin embargo la dispersion mas
homogénea respecto al tamano de las particulas fue la de liposomas vacios al tener
un PDI mas bajo (0.326), lo cual concuerda con lo descrito por Linares y col. (2016)
que como se hizo referencia, al cargar sus liposomas con sirolimus también
encontraron un PDI mayor que en el caso de los liposomas vacios usados como
control. En nuestro proyecto el PDI mayor de los liposomas cargados puede ser

atribuido a la presencia del azucar.

En adicion a lo antes descrito, se determiné el potencial {, tomado como una
medida para determinar si los liposomas se encuentran aglomerados o dispersos
en el medio. En nuestro caso el potencial {, mostro la inestabilidad de la formulacion
de liposomas cargados con trehalosa al no ser lo suficientemente bajo (-18.13 mV.)
De acuerdo con Miiller y col. (2001), una solucion con un potencial { > -30 mV es
inestable por la poca fuerza de repulsion existente entre las particulas cargadas, es
decir las particulas se encuentran mas cercanas unas a otras, lo que da como
resultado su aglomeracion. Una vez mas, los resultados obtenidos en esta
investigacion coinciden con los obtenidos por Linares y col. (2016) debido a la
utilizacién de la misma composicion de fosfolipidos en los liposomas y del medio

isotdnico, ya que esto influye sobre el potencial C.

La visualizacién por TEM confirmo la presencia de vesiculas de forma
esférica y con un tamafio nanométrico variable, obtenidos tras un proceso de
extrusion. Holovati y Acker (2007) lograron demostrar de igual manera la formacién
de liposomas cargados con trehalosa generados a partir de extrusidn repetida, con
un tamano aproximado de 400 nm y asumiendo que el grosor de la capa fue de 5

nm.

A través de la cuantificacion de fosfolipidos se pudo determinar que el

rendimiento de fosfolipidos en relacion a la cantidad inicial agregada, fue mayor en
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los liposomas cargados con trehalosa al compararlo con la dispersion de liposomas
vacios (61% y 39% respectivamente), no obstante en ambos casos hubo pérdidas
durante el proceso de filtracion, lo cual cobra especial relevancia al tomar en cuenta

el costo de produccion.

El porcentaje de encapsulacion de la trehalosa fue del 73%, siendo menor al
obtenido por Holovati y Acker (2007), lo que se puede explicar por la pérdida de
trehalosa observada durante el proceso de elaboracion y en la separacion por

centrifugacion realizada para la cuantificacion.

Para valorar el efecto de los liposomas cargados y vacios sobre los
espermatozoides de cerdo al descongelado, fueron empleados en una
concentracion del 10% (v/v) en el diluyente para congelacion, adicional al 10% de
yema de huevo usada como fuente de fosfolipidos. Al respecto los resultados
obtenidos referentes a la motilidad al descongelado, muestran que el porcentaje
mas bajo de células motiles fue del 15%, presentado por los eyaculados congelados
con el diluyente de liposomas cargados con trehalosa, seguido por el 16% que
corresponde a la formulacion con liposomas vacios, en contraste, el semen
criopreservado con Androstar ® CryoPlus fue el que presento el porcentaje de
motilidad mas alto al descongelado (23%). Se infiere que lo anterior puede estar
relacionado con la concentracion del disacarido empleada en el diluyente para
congelacion. Por lo cual se requieren la realizacion de pruebas que permitan afirmar

esta hipotesis.

Lo anterior concuerda con los resultados publicados por He y col. (2001),
donde al incubar espermatozoides porcinos con liposomas compuestos por una
mezcla de fosfolipidos seleccionados, asi como de liposomas a base de lipidos
extraidos de la membrana plasmatica de la cabeza del espermatozoide porcino, el
porcentaje de motilidad obtenido fue menor en comparacién al diluyente compuesto

por yema de huevo.
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En equinos los resultados también han sido similares, Pillet y col. (2009),
obtuvieron una motilidad significativamente mas alta con yema de huevo como
crioprotector, que al emplear liposomas preparados con lecitina de yema de huevo
comercial, considerando que la concentracién 6ptima de estos liposomas fue del
4%.

En el caso de la especie bovina, al congelar eyaculados en presencia de
liposomas preparados con 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfosfocolina (DOPC) los
resultados son similares al nuestro, obteniéndose un porcentaje de motilidad menor
(43%) en comparacién al diluyente estandar preparado con yema de huevo, sin
embargo variando la formulacion con base a DOPC:DOPG (1,2-dioleoil-sn-glicero-
3-fosfo-(1’-rac-glicerol)) se increment6é este parametro (52%), lo que puede ser
atribuido a un aumento en la interaccion entre los grupos cargados fosfatidilglicerol
de los liposomas vy las regiones cargadas en la membrana espermatica (Ropke y
col. 2011). También en el caso de lo publicado por Kumar y col (2015) se demostrd
que en el bufalo de agua (Bubalus bubalis) la motilidad al descongelado fue
significativamente mas alta al utilizar un diluyente comercial a base de liposomas

(Optixcell ®) en comparacién a la yema de huevo y lecitina de soya.

Estos dos ultimos reportes abren la incognita de si los resultados observados
en rumiantes se deben a las caracteristicas de resistencia conferidas por la

conformacién de la membrana espermatica diferente a la de los suinos.

En lo correspondiente a la viabilidad celular obtenida al descongelado, se
corroboré que la adicion de liposomas cargados con trehalosa o liposomas vacios
en el diluyente Androstar ® CryoPlus permite mantener la sobrevivencia celular, al
compararlos con los diluyentes que fueron utilizados como controles. El diluyente
que presento el mayor porcentaje de células vivas fue el disefado a partir del
reportado por Gutiérrez-Pérez y col. (2009), en el cual 300 mM de trehalosa fue
empleada como crioprotector, quedandose en el medio extracelular. Por el
contrario, los valores mas bajos lo presentaron los eyaculados congelados con el
diluyente a base de liposomas cargados con trehalosa (19.7%). De igual forma que
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lo sefialado en el parametro de motilidad, se sugiere que el porcentaje de viabilidad
presentado por los eyaculados criopreservados con liposomas cargados con
trehalosa puede estar relacionado con la concentracion (10%) utilizada en esta

investigacion.

Por otra parte los resultados de viabilidad obtenidos en este trabajo son
consistentes con lo publicado por He y col. (2001), donde el porcentaje de viabilidad
al descongelado presentada por los eyaculados conservados con diluyentes a base
de yema de huevo fue mejor en comparacion a liposomas. En garafones, la
integridad de la membrana plasmatica presentada al descongelado no mostro
diferencias significativas entre la yema de huevo y liposomas (Pillet y col. 2012). En
criopreservacion de eyaculados de bovinos, los diluyentes a base de liposomas
compuestos de DOPC mostraron la mejor criosobrevivencia al descongelado en

comparacion a las otras formulaciones empleadas (Ropke y col. 2011).

En conclusion se logré la preparacion exitosa de liposomas cargados con
trehalosa, los cuales fueron adicionados al diluyente de congelacién para la
incorporacion intracelular de trehalosa en el espermatozoide porcino. Los resultados
reportados en esta investigacidon demostraron que los liposomas cargados con
trehalosa permitieron mantener los valores de viabilidad espermatica, de acuerdo a
los porcentajes obtenidos con diluyentes cuyo efecto ya han sido probados en el
cerdo, por el contrario, la motilidad espermatica disminuy6 significativamente al ser
comparada con estos ultimos. Sin embargo el uso de liposomas cargados con
trehalosa representa una opcion prometedora para liberar la trehalosa al interior del
espermatozoide, potencializando su efecto crioprotector de acuerdo a los reportes

obtenidos en otros tipos celulares.

En virtud de lo senalado, se continuara optimizando la formulaciéon de los
liposomas con el objetivo de mejorar su interaccion con los espermatozoides, se
determinara la concentracion 6ptima de liposomas cargados con trehalosa que debe
estar presente en el diluyente para congelacion de semen porcino, ademas de llevar
a cabo la cuantificaciéon de trehalosa por HPLC en el espermatozoide.
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