T NN THT
=2Y;

UNVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS DE LA PRODUCCION Y DE
LA SALUD ANIMAL

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIAYY ZOOTECNIA

INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION Y TECNOLOGIA AGRARIA Y ALIMENTARIA

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON CICLODEXTRINAS (METIL-B-CICLODEXTRINAS)
SATURADAS DE COLESTEROL (CLC) EN LA CRIOPRESERVACION DE ESPERMATOZOIDES
PORCINOS

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE

MAESTRA EN CIENCIAS DE LA PRODUCCION Y DE LA SALUD ANIMAL

PRESENTA:

MVZ JOCELYN PALACIOS ESLAVA

TUTOR PRINCIPAL:

DR. RAUL SANCHEZ SANCHEZ
INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACION Y TECNOLOGIA AGRARIA Y ALIMENTARIA

COMITE TUTORAL:

MC ANA DELIA RODRIGUEZ CORTEZ
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA

DR. OSCAR GUTIERREZ PEREZ
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

Ciudad Universitaria, CODMX. Enero 2022



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

La conclusién del presente trabajo refleja el apoyo de personas a quienes les agradezco por
la forma en que han contribuido a mi bienestar, asi como mi crecimiento personal y
profesional. En primer lugar, a mi familia quienes han estado a mi lado en cada una de las
etapas formativas siendo parte de este logro, agradezco su amor y comprension. También
a aquellas personas que con su amistad me han acompanado en este camino, aquellos
buenos colegas que me aconsejan y aquellos que me hicieron parte de un hogar a

kildmetros de distancia de casa.

Con inmensa gratitud quiero hacer mencién de la participacion de mi asesor de tesis, el Dr.
Raul Sanchez quien me incluyd en un equipo de trabajo basado en la confianza en mi, quien
me ha incentivado siempre a la mejoria, quien me ha guiado y sobretodo quien ha

continuado como el primer dia brinddandome su apoyo.

Quiero agradecer al Dr. Oscar Gutiérrez y la Dra. Ana Rodriguez por la dedicacién con la que
me han hecho las asesorias que necesitaba mi trabajo, ademads de las valiosas clases que

me brindaron dentro de las aulas.

Agradezco al equipo de trabajo con el que laboré por aifios en el departamento de
Reproduccién de la FMVZ, por su calidez y el apoyo que me brindaron. De igual forma estoy
agradecida con los investigadores del INIA, Mercedes, Paloma y Ernesto a quienes admiro y

me han recibido y apoyado con entusiasmo.

Agradezco a CONACYT por la beca que me proporciond siendo fundamental para realizar

este proyecto.



CONTENIDO

Resumen

INEFOAUCCION.c.ccceiieeereeiieienenreresteereresssessssnsessessaseseestessesesssssssssssssasesessnssessessssasssssssssnsasssesanenn

REVISION A lIEEIATUIA...ccieeceueririiieeerresieereeeessessnneaeesessssanecesssssssassssssseseesessssasssnessssssanesensses

1.

2.

Hipétesis

Daiios inducidos por la criopreservacion
1.1 Alteracidn estructural de las membranas (plasmatica,
acrosomica 'y mitocondrial) .......cccceevereernnsnnsnesneseesnssnssnssnssnnsnssssssssesnes
1.2 Modificaciones intracelulares..........cccuveeereseecrnsencnnsseccessnesssnssnecnes
1.3 Efecto sobre el citoesqueleto..........uerercieccccnienneccneccec e ee s
1.4 Efectos sobre el NUCIEO..........ccceiiiveericiniecnnices s s esnasns

Efectos de la adicion del agente crioprotector...........ccceeeceecerceecnncseccennneens

O BJEEIVOS....ceeiceiciecceirtr e sreerssessenasesas e snsssaessns s asesas sensessssasssnssse sessns senasssnsassanssrenensns

Material Y MELOUOS......ccceeriirrreeireenrreenreeercecenaeesareeseessensssnesssasesassssasesssasssessseasesnsssnasesnsans

1.
2.
3.

@ N o v &

ANIMALES... ittt s s s ssssss st sas sassssass e sassas ssssnsnesas
Coleccion SEMINAL.......ccceeeeineininininiiii s s s ess s asaasaes
Valoracion del eyaculado..........oeceiiiveinencceece et csnnes e cneseesnasesnesnes
3.1 Determinacion del volumen...........ccvcveineineinennensennennnssnssnnssssnssnses
3.2 Célculo de la concentracion espermatica........cccceeeeeerneeceensseecennens
3.3 Anormalidades espermaticas........ccceeeeeeerreeseesseecenessecsesssessenssneseesnes
3.4 Valoracion de la motilidad..........coccevevesnininsnninnineinninecnecsennecssenanns
3.5 Grado de aglutinacion............cccceeceeceeeseccennecceeces e s esseeseesnesseesnnnes
Dilucion del eyaculado..........ceecververerrenneenseensseneseneecseeessnesssessseesssesssessssnsenns
Preparacion de las ciclodextrinas saturadas de colesterol (CLC)................
Preparacion de 1os grupos de trabajo........cccceeeceerneecreenreenseensseecseeessneesnneennee
Congelacion espermMatiCa......c..cceveiiineininssnsnnisennssnssnssssssssssssssssssssssssssssassssass

Descongelacion de pajillas.........ccveeereinrerireenreinneenseennseesseensseessenesseesesseesnes

A D BN B

O 0 0 N



9. Valoraciones del semen post-descongelacion..........ccccuvevunisninnnennnnssnnsanns 21

9.1 Analisis computarizado de la motilidad espermatica (ISAS)......... 21

9.2 Valoracion de la integridad acrosOmica.........ccceeevvnnesensnnssnnsnnnssnssanses 23

9.3 Evaluacion de la viabilidad espermatica.......c.cccceevrveervenrrreerveneesenennns 25

10. Analisis eStadiStiCO.......cocerrrrrniisinniiisie i e 26
RESUITAOS.....ccieieiiniiiiiiiiic ittt s e e s e sassas sassaesassasasnannes 27
D 1T ol ¥ o T o T 31
L0007 ol 11 o T =TT 35
REfEIENCIAS. ..ottt s s s s s s s e s e 36



INDICE DE CUADROS Y FIGURAS

Cuadro 1. Relacidn de pardmetros de motilidad estudiados con el sistema ISAS.
Cuadro 2. Valores referidos a la motilidad espermatica con el sistema ISAS,
segun la concentraciéon de Ciclodextrinas Saturadas con Colesterol (CLC)
utilizados en la criopreservacion del semen.

Cuadro 3. Valoracién del estado del acrosoma post-descongelacién, segun la
concentraciéon de Ciclodextrinas Saturadas con Colesterol (CLC) utilizados en la
criopreservacion del semen.

Cuadro 4. Porcentaje de espermatozoides vivos y muertos post-
descongelacién, segun la concentracién de Ciclodextrinas Saturadas con
Colesterol (CLC) utilizados en la criopreservacion del semen.

Esquema 1. Esquema del proceso de congelacidn realizado.

Esquema 2. Esquema del proceso de descongelacién realizado.

Figura 1. Representacion de moléculas de ciclodextrinas formadas por unidades
de glucosa B-CD (CsH100s)7.
Figura 2. Representacion tridimensional de las moléculas de colesterol

encapsulado en ciclodextrinas.

Imagen 1a. Llenado de la camara ISAS con semen descongelado.

Imagen 1b. Platina microscopica.

Imagen 2. Visualizacidn de los distintos estados del acrosoma que se pueden
apreciar segun su integridad.

Imagen 3. Fotografia de las tinciones bajo el microscopio de fluorescencia.

Imagen 4. Fotografia de las tinciones bajo el microscopio de fluorescencia.

23

28

29

29

20
21

12

13

22
22

24

30
30



RESUMEN

Existen razones comerciales y sanitarias para criopreservar el semen porcino, sin
embargo, el semen criopreservado no es utilizado habitualmente en la Inseminacién
Artificial (IA) a diferencia del refrigerado (15°C). Esto debido a que a los procesos de
congelacion y descongelacion se asocia la disminucién en la capacidad de
fertilizacion, la viabilidad o la presencia de dafios sub-letales en los espermatozoides,
reduciendo el tamafo de las camadas. Los espermatozoides porcinos son
particularmente sensibles a la congelacién, una de las caracteristicas asociadas es la
baja proporcidon entre colesterol y fosfolipidos que integran sus membranas. En la
buisqueda de mejorar el proceso de criopreservacion se realizan ajustes a los
protocolos, con la intencidon de optimizarlos, considerando adecuaciones en la
composicion de los diluyentes empleados, entre otros. Entre los compuestos que
pueden ser incluidos en los diluyentes se encuentran las ciclodextrinas, que tienen
la capacidad de formar complejos solubles con moléculas como el colesterol a fin de
actuar como vehiculo para su incorporacién en las membranas celulares. En ese
sentido, el objetivo principal del presente trabajo fue observar la eficacia de las
ciclodextrinas saturadas de colesterol (CLC) al ser incluidas durante la fase de
enfriamiento, en los indices de viabilidad, motilidad e integridad acrosomal de
espermatozoides de cerdo descongelados. El disefio experimental incluyd 5 grupos
con, 0, 0.5, 1, 1.5 y 2 mg de CLC/ml/120x10° espermatozoides. El resultado que
destaca es la mejoria en la viabilidad (p<0.05), asociada a la incubacion con 1 mg de
CLC/mI/120 x10° espermatozoides, asi como mejoria en la linealidad y rectitud del
movimiento (p<0.05), evaluado por el sistema de analisis computarizado (ISAS). Sin
embargo, no se encontrd un efecto positivo en la integridad acrosomal. Concluyendo
qgue la concentracién de 1 mg de CLC incluida en un diluyente de criopreservacion
puede beneficiar parametros de motilidad y viabilidad al descongelado en
espermatozoides de cerdo.



INTRODUCCION

El semen de cerdo empleado habitualmente en la inseminacion artificial (IA) se conserva
en condiciones de refrigeracion (15°C). Antes de ser utilizado se evallan sus parametros
cuantitativos y cualitativos para determinar su calidad y calcular el nimero posible de
dosis a emplear; posteriormente se diluye en una variedad de medios de conservacion
gue le aportan las condiciones fisicoquimicas adecuadas para la supervivencia de las
células espermaticas. Por otra parte, la criopreservacion del semen en esta especie, no se
utiliza comdnmente en los programas productivos habituales, dejando su uso en
programas genéticos, o también en la conservacidn de recursos zoogenéticos, como es el
caso de la raza Pelén Mexicano (Herrera, 2017). Con la criopreservacidon se obtienen
resultados reproductivos inferiores que al utilizar semen refrigerado, debido a que, a la
criopreservacion y descongelacion espermatica en la especie porcina se asocia la
disminucion de la viabilidad y por lo tanto, la capacidad fertilizante de los
espermatozoides, asi como de la reduccidn del tamafio de las camadas (Zhang, et al.,
2009). El costo de produccién de dosis seminales se eleva notablemente cuando el semen
se procesa por congelacidn, debido a que el numero de espermatozoides por dosis es
mayor en el caso de semen congelado frente al refrigerado para asegurar resultados
reproductivos aceptables (5-6 x 10° espermatozoides en comparaciéon con 2-3 x 10°
espermatozoides respectivamente), asi de un solo eyaculado se pueden producir la mitad
de las dosis de inseminacién (Williams, 2013). Otro inconveniente de los espermatozoides
porcinos congelados, es el volumen necesario para IA y su almacenaje, ya que no es
posible en maxi pajillas de 5 ml, por lo que se han empleado como en otras especies
envases que permitan minimizar diferencias sustanciales entre las variaciones de
temperatura en el centro y la periferia de las pajillas encontrando mejoria al emplear
volumenes de 0.25 0 0.5 ml o paquetes planos. Sin embargo estos paquetes adn no estan
bien adaptados para su uso en la practica (Eriksson, Rodriguez-Martinez, 2000) aungue se
han observado mejoras en la viabilidad de los espermatozoides in vitro. Ademas de que la

produccién de las dosis requiere mayor tiempo, materiales y equipamiento sofisticado;



personal capacitado para el manejo de las dosis seminales y el mantenimiento de las dosis
en tanques de nitrégeno liquido (Williams, 2013).

Por otra parte, la conservacion de semen en refrigeracién a 15°C permite que la viabilidad
espermatica se mantenga durante periodos que oscilan entre 4 y 10 dias, en funcidén de la
calidad intrinseca del eyaculado, el procesamiento realizado y el diluyente empleado.
Mientras que la criopreservacién permite mantener la viabilidad de los espermatozoides
durante afios, ya que disminuye su actividad metabdlica, reduce su consumo de energiay
la produccion de metabolitos. A pesar de esto, actualmente existen factores en el proceso
de criopreservacion que requieren mejorarse, con el objetivo de incrementar el nimero
de espermatozoides que mantienen su viabilidad post-descongelacion, a fin de alcanzar
una eficacia similar a la obtenida con semen refrigerado en los programas habituales de

IA en granjas comerciales (Williams, 2013).

A pesar de que la criopreservacion de semen se utiliza con éxito para algunas especies, en
otras puede ser limitada. Por ejemplo, los espermatozoides bovinos exhiben mayor
resistencia al congelamiento que los porcinos; siendo atribuida a la mayor proporcién de
colesterol respecto a fosfolipidos presentes en la membrana plasmaticas (bovino: 0.45 y
porcino: 0.26), ademas de menor proporcion molar de proteinas y fosfolipidos en las

membranas espermaticas bovinas (bovino: 0.80; cerdo: 1.26) (Parks y Lynch, 1992).



REVISION DE LITERATURA

1. Dafios inducidos por la criopreservaciéon
La razon principal de la baja implementacién de la técnica de criopreservacion del semen
es el dafio celular que se provoca durante el enfriamiento, la congelacién y la
descongelacidn. La criopreservacidon de semen incluye variables como el tipo de diluyente,
el protocolo, la especie, la raza y el individuo que influyen en el éxito obtenido, debido a
gue puede producir alteraciones que condicionen la correcta funcionalidad o la
supervivencia de los espermatozoides. Algunas de las alteraciones reportadas son la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), que lleva a la lipoperoxidacion y
desencadena la ruptura de la teca perinuclear (dafios al citoesqueleto), la modificacion del
medio interno, la exocitosis del acrosoma (dafios a la membrana), la reduccion de la

actividad mitocondrial y la estabilidad de la cromatina (Yeste, et al., 2017).

1.1 Alteracion estructural de las membranas plasmatica, acrosémica y mitocondrial.
La resistencia a dichas alteraciones se ha relacionado a la composicién de sus membranas
celulares, principalmente a los fosfolipidos que las conforman (Parks y Lynch, 1992). La
pérdida de motilidad irreversible causada por el descenso rapido (>10 °C/min) de
temperatura hasta valores cercanos a 0° C; denominado “shock por temperatura” (Parks,
1997) es causada por la ruptura de las membranas celulares, lo que produce pérdida de
enzimas intracelulares y trastornos en el balance idnico por un detrimento de Ia
permeabilidad selectiva del plasmalema y trastornos en el metabolismo aerdbico vy
glucdlisis anaerdbica, comprometiendo todas aquellas funciones celulares energético-

dependientes como la motilidad.

El choque por frio, el chogue osmoético y el dafio oxidativo inducido por los ROS durante
el proceso de enfriamiento (Lacalle, et al., 2021) provocan la ruptura de las membranas,

reflejada en el incremento de la lipoperoxidacién como consecuencia de la perdida de



enzimas responsables de la metabolizacidon de los ROS aunado a la disminucién de los
compuestos antioxidantes en el medio extracelular tras la dilucion y/o centrifugacion
previa a la congelacién. Las membranas de los espermatozoides son ricas en acidos grasos
poliinsaturados y son sensibles al dafio oxidativo mediado por el proceso de peroxidaciéon
lipidica, por lo que es causa potencial de infertilidad en machos de numerosas especies y

en condiciones in vitro, se correlaciona con la pérdida de movilidad espermatica.

Se considera que la composicion quimica de la membrana plasmatica del espermatozoide
es responsable de la susceptibilidad al congelado entre especies (Parks y Lynch, 1992), asi
mismo se sugiere que estd relacionada con la variabilidad individual entre sementales
(“buenos y malos congeladores”). Las interacciones entre la velocidad de enfriamiento, la
concentracion de glicerol y velocidad de calentamiento, pueden producir respuestas
diferentes en la supervivencia de los espermatozoides, determinadas por la variabilidad
individual; los protocolos de congelacion se encaminan a minimizarlos aunado a la
seleccion de los verracos sobre la base de su crioresistencia; generalmente Ilamada
"congelabilidad” (Medrano, et al., 2002). Los espermatozoides de la especie porcina son
particularmente sensibles a efectos deletéreos al ser expuestos a temperaturas inferiores
a 15°C. Esto se puede relacionar a la cantidad de acidos grasos no saturados, vulnerables
a la peroxidacién lipidica; cuya alteracion es la base comun de diferentes procesos

degenerativos (Williams, 2013).

La membrana plasmatica consta de una bicapa lipidica compuesta por varios tipos de
fosfolipidos, proteinas integrales y colesterol; mientras que los fosfolipidos representan la
mayor proporcion, la composicién lipidica de la membrana plasmatica no es descrita por
algunos autores como la responsable de las diferencias de susceptibilidad al frio; ademas
de que dicha composicidn lipidica no es necesariamente indicativa de la composicién de
otras membranas como la acrosomal, la cual también es sensible al descenso de

temperatura (Gonzdlez, 2010).



Por otra parte, el tipo de acido graso presente en los fosfolipidos estructurales de las
membranas y la proporcion con el colesterol si han sido correlacionados con la sensibilidad
al choque por frio (Parks, 1997). Los espermatozoides porcinos, a diferencia de otras
especies, tienen mayor sensibilidad ante la criopreservacion debido a la baja proporciéon
entre el colesterol y los fosfolipidos insaturados que componen sus membranas (Lacalle,
etal.,, 2021) aunado a la baja capacidad antioxidante del plasma seminal (Bathgate, 2011).
La relacién que existe entre ambos componentes estructurales de la membrana facilitan
los efectos deletéreos de transicion y separacion lateral de fases (Drobnis, et al., 1993).

Cuando la temperatura desciende, ocurren cambios en el estado de los fosfolipidos de
fase liquida a fase de gel, mientras que las cadenas de acidos grasos que las componen se
convierten en rigidas y paralelas (Drobnis, et al., 1993). Durante el enfriamiento ocurre la
transicién de fase a gel en algunos dominios de fosfolipidos y de forma simultdanea otros
dominios pueden mantenerse de forma liquida provocando la ruptura de las asociaciones
normales entre ellos, y con las proteinas integrales de las membranas, que forman
agregados (Miiller, 2008). Cuando las membranas son sometidas a la temperatura inicial
persiste la reagrupacién de lipidos por familias y la redistribucion de proteinas,
produciendo una alteracién que incide en el aumento en la permeabilidad a cationes y
agua asi como la interferencia en procesos de difusidn por parte de las proteinas integrales
(Blanch, 2007). Asi mismo, los efectos causados por el proceso de congelacién no solo
afectan la permeabilidad al agua, sino también para moléculas normalmente

impermeables a ella (Drobnis, et al., 1993).

Sin embargo, a mayor proporcion de colesterol se reduce la transicién de fase de los

fosfolipidos en las membranas (Purdy y Graham, 2004).



1.2 Modificaciones intracelulares.
La alteracion estructural, la modificacion de su composicion lipidica y organizacién
molecular de las membranas celulares aunado al aumento de la permeabilidad por efecto
del proceso de criopreservacion, entre otros dafios, provoca la pérdida de moléculas (ATP,
acidos nucleicos, enzimas) e iones intracelulares (magnesio, potasio) provocando
alteraciones en el balance iénico (Gonzdlez, 2010). La pérdida de la permeabilidad
selectiva del plasmalema disminuye la capacidad de regulacién de la entrada de iones de
Ca?*, acumuldndose en el espacio intracelular y desencadenando procesos similares a los
de la capacitacidon espermatica (Maxwell y Johnson, 1997), debido a modificaciones
dependientes de la temperatura, es decir disminucién en la actividad de las proteinas que
actian como bombas para su regulacién. Debido a que el Ca?* participa en la reaccién
acrosomal, la acumulacién de este ion se ha relacionado con las alteraciones en la
continuidad de la membrana acrosomal y la formacién de vesiculas en la region anterior
de la cabeza de los espermatozoides descongelados (Gonzdlez, 2010). Se ha demostrado
la similitud de los cambios sucedidos durante la capacitacion, y las alteraciones que
presentan los espermatozoides después de la criopreservacion (Green y Watson, 2001;
Bailey, et al., 2003), por esta razén Bailey et al. (2000) denominaron a este suceso como

“criocapacitacion”.

La capacitacidn es un proceso secuencial que involucra numerosos cambios fisiolégicos,
incluida la desestabilizacidon ordenada de la membrana, la entrada de iones de calcio y la
fosforilaciéon de proteinas (Vadnais, et al., 2005) que conducen a cambios moleculares
posteriores. Por otra parte, la criocapacitacion muestra un patrén y un numero diferente
de proteinas tirosinfosforiladas (Green y Watson, 2001), mientras que la desestabilizacion
de la membrana consiste en la eliminacién de factores descapacitantes de las proteinas
adquiridos en el epididimo o en la eyaculacion, asi como el colesterol de la membrana de
los espermatozoides (Watson y Green, 2000). Se ha observado que los espermatozoides

gue son sometidos a un proceso de enfriamiento o criopreservados tienen menor tiempo



de sobrevivencia en el aparato reproductor femenino, al ocurrir su reaccién acrosomal

antes al ser comparados con el semen fresco (Galantino, et al., 2006).

1.3 Efecto sobre el citoesqueleto.
La temperatura es un factor que influye en los estadios de despolimerizacién y
repolimerizacion de las proteinas del citoesqueleto afectando la funcién estabilizadora del

plasmalema (Gonzdlez, 2010).

1.4 Efectos sobre el nicleo.

En la cromatina nuclear se lleva a cabo la supercondensacidon con incremento en la
fragmentacion del ADN del nucleo de los espermatozoides porcinos tras el proceso de
congelacion-descongelacion. Como efecto de la congelaciéon la localizacién de las
nucleoproteinas (protamina 1 e histona 1) se ve afectada, ademas de romper los puentes
disulfuro entre los residuos de cisteina de las protaminas; la fragmentacién del ADN puede
relacionarse con la menor fertilidad observada al emplear semen descongelado en la IA
(Yeste, et al., 2017).

Por lo anterior, es necesario aumentar el nimero de espermatozoides en las dosis de
inseminacion, realizar inseminaciones intrauterinas y optimizar el momento de esta,
realizandola lo mds cercano al momento de la ovulacién (Holt, 2000). El efecto negativo
principal de la criopreservacion sucede al disminuir la temperatura, ya que ocurren
cambios de estado de liquido a sélido del agua intracelular y extracelular. La mortalidad
de los espermatozoides es mayor entre los -15 ° C y -60 °C (Yeste, et al., 2017). Esta
sensibilidad se caracteriza por una pérdida irreversible de la permeabilidad selectiva y de
la integridad de la membrana plasmatica, desencadenando la muerte de las células.
Aunque las alteraciones que se describen en mayor grado son en la motilidad espermatica,
en la fluidez e integridad de la membrana plasmatica, asi como en sus canales de iones
permitiendo la entrada de Ca?*, bicarbonato y otros componentes del medio (Bailey et al.,

2008) alterando la homeostasis y facilitando la degradacién de proteinas y ARNm (Yeste,



etal.,, 2017). El daifo de la membrana afecta aun mas la capacidad de los espermatozoides
para unirse las células epiteliales de la unidn uterotubdrica y el istmo oviductal, que son
necesarios para establecer el reservorio de espermatozoides y el éxito de la fertilizacion
(Knox, 2015). Por lo que resulta de suma importancia controlar el tiempo de congelacién
y descongelacién, asi como la inclusién de agentes crioprotectores en el diluyente

empleado.

2. Efectos de la adicién del agente crioprotector.

A pesar del tipo de crioprotector empleado para optimizar los protocolos de congelacién,
los efectos negativos en los espermatozoides causados por las restricciones osméticas
debidas a su adicion o eliminacion y la cristalizacidon del agua, afladen mas efectos fisicos
dafiinos a la membrana plasmatica. La permeabilidad de la membrana al agua y al
crioprotector, asi como su fluidez, son a menudo propuestos como pardmetros clave en
la capacidad de los espermatozoides para soportar estas limitaciones inducidas por la
congelacion-descongelacion.

Los agentes crioprotectores generalmente se clasifican en permeables (glicerol,
dimetilsulféxido, etilenglicol, metanol y amidas) y no permeables (monosacaridos vy
disacdridos, polivinilpirrolidona, e hidroxietilalmidén). Los crioprotectores permeables
atraviesan la membrana plasmatica de la célula debido a su peso molecular bajo y carga,
mientras que los crioprotectores no permeables son incapaces de atravesar la membrana

plasmatica (Vafaei, 2019).

Los agentes crioprotectores tienen la funcién de disminuir la temperatura de nucleacién
del hielo y el tamafio de los cristales de hielo extracelulares, ademds, aumentan la
permeabilidad de las membranas al agua en temperaturas bajo cero, permitiendo que las
células continten deshidratandose durante las fases iniciales de la congelacién

disminuyendo la formacién de hielo intracelular (Zhang, 2016).



El glicerol es el agente crioprotector permeable mas comun para la congelacién
espermatica. Sin embargo, produce un efecto téxico en los espermatozoides relacionado
con el estrés osmatico durante el proceso de congelacién (Vafaei, 2019). La toxicidad
intrinseca y osmotica del glicerol ha incentivado la busqueda de agentes crioprotectores

permeables alternativos.

Las mejoras en los protocolos de criopreservacion de semen deben considerar mantener
la viabilidad espermatica mientras se minimizan los cambios similares a la capacitacion.
Para alcanzar estas metas, las investigaciones que se desarrollan estan enfocadas en los

siguientes puntos:

. Mejora de los diluyentes utilizados durante el proceso de congelacidn, buscando
nuevos crioprotectores (Kaeoket, 2012), mejora del uso del glicerol como crioprotector,
suplemento de sustancias o compuestos anadidos a los diluyentes tales como plasma
seminal (Gédmez-Ferndndez, et al., 2012) y antioxidantes (Malo, et al., 2012).

. Reducir la duracién de la fase de enfriamiento a 5°C. Se ha comprobado que el
semen porcino puede llegar a tolerar velocidades de enfriamiento rapidas antes de ser
congelado, (Judrez, et al., 2011) de forma que, se realice en 8 minutos a diferencia de 90
a 120 minutos de forma convencional (Eriksson y Rodriguez-Martinez, 2000; Wallgren,
2011).

. Existen investigaciones enfocadas en modificaciones al medio en el que se
encuentran los espermatozoides. Se ha demostrado que al controlar condiciones
especificas de presion hidrostatica como tratamiento previo a la conservacién in vitro, se
han mejorado los niveles de tolerancia a las bajas temperaturas reflejados en la motilidad
e integridad membranal (Pribenszky, et al., 2011), observdndose mejoria en la

supervivencia y fertilidad.

10



° En otros trabajos se pretende modificar las membranas espermdticas durante su
formacién a través de la alimentacién de los individuos, suplementando su dieta con
acidos grasos poliinsaturados de la serie omega 3 (Castellano, et al., 2010).

. Debido a que un proceso que se repite tanto en la capacitacién como después de
la criopreservacion es la pérdida de colesterol en la membrana plasmatica de los
espermatozoides (Visconti, et al., 1999; Cerolini, et al., 2001; Kadirvel, et al., 2009). La
modificacion de la estructura molecular de la membrana plasmatica realizando
tratamientos antes de la congelacidon, en concreto aportando colesterol siendo
transportado a través de ciclodextrinas (Blanch et al., 2012), ha mostrado resultados

positivos en el semen descongelado.

De forma experimental se sabe que el colesterol regula el orden de la cadena de lipidos,
relacionado espesor de membrana, fluidez, permeabilidad al agua y otras moléculas,
ademas de la transicidn de la fase lipidica. Es por ello que se ha explorado la hipétesis de
gue mediante la modificacion del contenido de colesterol de las membranas

espermaticas, sea posible estabilizarlas ante la criopreservacién (Miiller, et al., 2008).

El incremento de colesterol en la membrana plasmatica indu mayor resistencia al
enfriamiento y al choque osmoético o a la destruccidn mecanica de los espermatozoides,
interactUa con las cadenas de acidos grasos de los fosfolipidos inhibiendo la cristalizacion
de los hidrocarburos a bajas temperaturas y modulando de esta manera su fluidez
(Watson, 1981). El colesterol intercala su anillo esteroidal rigido entre las cadenas de
acidos grasos haciéndola mas estable (Blanch, et al., 2012). La composicion molecular de
la membrana plasmatica es esencial para regular la entrada y salida de sustancias en la
célula. Por ello se considera que la permeabilidad celular depende fundamentalmente de
la composicion de lipidos, especialmente del colesterol. La proporcion de colesterol en la
membrana plasmatica, ademds de tener una funcidon estructural, participa en el

mantenimiento de su funcionalidad después del proceso de congelacién incidiendo en el
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grado de supervivencia del espermatozoide (Mocé, et al., 2010). Debido a la importancia
del colesterol se han empleado moléculas que pueden actuar como vehiculo para su
incorporacion a las membranas espermaticas, durante la etapa de enfriamiento previa a
la congelacion. Algunos autores han obtenido éxito al utilizar ciclodextrinas saturadas de
colesterol en los diluyentes para semen de especies como el equino, el bovino, porcino y

ovino (Mocé, et al., 2010).

Las ciclodextrinas (CDs) son oligosacdaridos ciclicos naturales derivados del almidén (Figura
1), formados por 1-4 unidades de B- glucopiranosa con una cara hidrofilica que les permite
ser solubles en agua y una cara hidrofébica pudiendo llegar a encapsular compuestos
hidrofébicos como el colesterol. Estas moléculas tienen una gran afinidad in vitro por los
esteroles, y actuan de manera muy eficiente en retirar colesterol de las membranas de
distintos tipos celulares, incluido el espermatozoide (Visconti, et al., 1999). Al tratarse de
oligdmeros ciclicos de glucosa forman complejos solubles en agua con otras moléculas que
por si mismas no lo son, como el colesterol, por lo que se han asociado al aumento en la
supervivencia espermatica, cuando son incluidas en los diluyentes de congelacion en
especies como los bovinos (Combes, et al., 2000; Purdy y Graham, 2004; Morrier, et al.,

2004).

Figura 1. Representacion de moléculas de ciclodextrinas formadas por unidades de
glucosa B-CD (CeH100s)7 (Pavlov, et al, 2010).
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El efecto positivo al incluir ciclodextrinas en la dilucién de semen se debe a que al contacto
con los espermatozoides son capaces de transferir el colesterol (si han sido presaturadas
con colesterol, figura 2) o de extraerlo de las membranas (en caso de que no haber sido
presaturadas) probablemente mediante un gradiente de concentracién (Moore, et al.,
2005). Es decir que el contenido de colesterol en la membrana plasmatica de los

espermatozoides puede ser modificado.

Figura 2. Representacién tridimensional de las moléculas de colesterol encapsulado en
ciclodextrinas (Navratil, et al., 2003).

Existen estudios que demuestran que la incubacion de espermatozoides con ciclodextrinas
saturadas con colesterol incrementa su proporcidon en las membranas de los
espermatozoides de ganado bovino, ovino y equino, en dos o tres veces (Mocé, et al.,
2010), pudiendo utilizarse como un tratamiento previo al enfriamiento en la técnica de

criopreservacion.

En investigaciones con semen de bovino la inclusion de diluyentes con ciclodextrinas
saturadas de colesterol (CLC) han obtenido mayor porcentaje de motilidad e integridad en
la membrana de los espermatozoides posterior a la descongelacién en comparacién con
espermatozoides sin CLC (Purdy y Graham, 2004). Sin embargo, este procedimiento aln
no ha sido optimizado para los protocolos de congelacidon de espermatozoides porcinos,
ya que se desconoce como el colesterol regula la criosupervivencia de los
espermatozoides en esta especie. Por lo tanto, resulta de interés la comprension de la

regulaciéon del colesterol en la proteccion de la membrana y la viabilidad de los

13



espermatozoides porcinos durante un procedimiento convencional de congelacién de

semen.

HIPOTESIS

El tratamiento con ciclodextrinas (metil-B-ciclodextrinas) saturadas de colesterol (CLC),
previo a la criopreservacién de los espermatozoides, mejorara los indices de viabilidad y
motilidad, asi como la integridad de la membrana plasmdtica y acrosomal de los

espermatozoides porcinos tras la descongelacion.

OBJETIVO GENERAL

Mejorar la viabilidad, movilidad e integridad de las membranas espermaticas del semen
porcino descongelado, utilizando diferentes concentraciones de CLC durante el proceso

de criopreservacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Adaptacién de la técnica de criopreservacién estandarizada utilizada en el
Departamento de Reproduccion Animal, del Instituto Nacional de Investigacion vy
Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA) de Madrid (Espafia), a la inclusion de

concentraciones crecientes de CLC durante la fase de enfriamiento.
- Valoracidon de la viabilidad y motilidad de espermatozoides criopreservados

tratados con CLC y andlisis de la integridad de las membranas plasmaticas y acrosomal de

muestras descongeladas.
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MATERIAL Y METODOS

1. Animales.
El trabajo se realizé en laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia Reproductiva en la Especie
Porcina del departamento de Reproduccién Animal del Instituto Nacional de Investigacién
y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA) de Madrid (Espafia). Se utilizaron 6 sementales
hibridos de Large White x Landrace alojados en el animalario del INIA, el estudio se realizd
de acuerdo con la Politica Espafiola de Proteccion Animal RD53 / 2013, que cumple con la
Directiva de la Unidn Europea 2010/63 / UE sobre la proteccidn de los animales que se

utilizan en la experimentacion.

2. Coleccién seminal.
Los sementales estaban entrenados para realizar la recoleccidon de semen utilizando la
técnica de mano enguantada sobre un potro de recogida, teniendo una frecuencia de
recoleccién semanal. Se emplearon dos termos precalentados a 37°C, que contenian cada
uno un vaso recolector con un filtro para separar el gel o tapioca del eyaculado. En el
primer recipiente se recogio la fraccién rica o espermatica, mientras que en el segundo
recipiente se depositd la fraccién pobre o post-espermatica. Para el presente trabajo

Unicamente se utilizd la fraccion rica.

3. Valoracién del eyaculado.
El eyaculado fue transportado al laboratorio para su andlisis en los primeros 15 a 30
minutos posteriores a la coleccién. El filtro con el gel del eyaculado se desechd, para iniciar
el proceso de valoracidon seminal. Se descartaron eyaculados que no contaran con
motilidad progresiva > 80% en el momento de la recoleccién, y que superaran el 20% de
morfoanomalias espermaticas totales, mas de un grado de aglutinacion (+) y con
porcentajes de anormalidades acrosomales mayores a 20%. Se congelaron 6 eyaculados

por macho que cubrieron los criterios de seleccién.
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3.1 Determinacién del volumen.
Para la valoracién del volumen recolectado se utilizé una balanza granataria con

error de £ 1 g. Se consideré una equivalencia de 1 g para 1ml.

3.2 Calculo de la concentracién espermatica.
El semen de la fraccion rica del eyaculado se diluyé en una proporcién 1:100 (v/v)
con solucién fisioldgica con formol (solucién al 0.9% v/v de cloruro de sodio y
0.3 % de formol al 38% v/v). Posteriormente se llend por capilaridad la camara de
conteo celular Birker. El conteo de espermatozoides se llevd a cabo utilizando
microscopia de contraste de fases a x400 aumentos. Se contabilizaron los
espermatozoides que contenian la superficie de 40 cuadros (con superficie de
0.0025 mm?) por duplicado para obtener el promedio, una vez que los conteos no
tuviesen una diferencia mayor al 5% entre ellos. El nUmero de espermatozoides
contados (N) se multiplicaron x 107 para conseguir la concentracién espermatica

por mililitro.

3.3 Anormalidades espermaticas.
Para realizar su calculo se anadieron 20 pl de semen en 400 ul de solucion
isosmotica de glutaraldehido al 2%. Una vez situada una muestra de esta dilucién
entre portaobjetos y cubreobjetos, se visualizd la muestra en microscopia de
contraste de fases a x400 aumentos. Se contabilizaron las anormalidades
espermaticas presentes en 100 espermatozoides. Las anormalidades espermaticas
buscadas para ser documentadas fueron: gota citoplasmatica proximal, gota

citoplasmatica distal y colas en latigo.
3.4 Valoracion de la motilidad.

Una gota del semen obtenido fue colocada entre portaobjetos y cubreobjetos,
ambos atemperados a 37°C. La muestra se visualizd utilizando microscopia de

contraste de fases, a x100 aumentos, para asignar un valor porcentual de
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espermatozoides con movimiento, los valores se consideraron en un rango de 0 a

100%.

La calidad del movimiento se valoré de acuerdo con la siguiente escala puntuada de 0 a 5.

Calidad Caracteristicas
0 Espermatozoides completamente inmoviles.
Movimientos lentos del flagelo, y las cabezas de los espermatozoides
' fijas.
Movimientos en circulos o vibratorios dentro del eje del
? espermatozoide.
3 Movimientos en circulos o vibratorios fuera del eje del espermatozoide.
4 Movimiento progresivo.
5 Movimiento progresivo muy rapido.

3.5 Grado de aglutinacién
La aglutinacion se determind de manera simultanea a la valoracion de la motilidad, segun

la cantidad de espermatozoides aglutinados por campo visualizado.

De forma que se asignd el valor de negativo (-) cuando involucra a menos de 10
espermatozoides, un grado (+) con 10 a 50 espermatozoides, dos grados (++) siendo mas
de 50 espermatozoides unidos y tres grados (+++) en el caso de la totalidad de

espermatozoides.

4. Dilucién del eyaculado.

Una vez registradas las caracteristicas de los eyaculados, se realizé una dilucion 1:1 (v/v)
en medio BTS (Beltsville Thawing Solution) atemperado a 37°C. El diluyente BTS se prepard
con la siguiente formulacién: Glucosa 205 mM; Citrato de sodio 20.4 mM; Bicarbonato de

sodio 15 mM; EDTA 3.6 mM; Cloruro de potasio 10 mM (Roca, et al., 2004).
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5. Preparacidn de las ciclodextrinas saturadas de colesterol (CLC).

Se empled la técnica descrita por Purdy P. y Graham J. (2004), se disolvieron 200 mg de
colesterol (77.3307 mol) en 1 ml de cloroformo (solucién A) y 500 mg de metil-B-
ciclodextrina (660 mol) en 1 ml de metanol (solucidn B). Posteriormente, se afiadieron 225
pl de la solucidon A en la solucién B hasta homogeneizar por completo; la solucién
resultante se colocd en placas de Petri de vidrio, para remover los solventes por
evaporacion. Los cristales resultantes fueron almacenados en frascos de vidrio a
temperatura ambiente hasta su uso. De manera previa al procesamiento del semen los
cristales pulverizados fueron pesados para obtener la cantidad de producto necesario para

adicionar al medio BTS segun el tratamiento correspondiente.

6. Preparacion de los grupos de trabajo.

Previo a iniciar el proceso de congelacién, el semen diluido se dividié en 5 grupos de
trabajo: control en ausencia de CLC, a los cuatro grupos restantes se les adicionaron 0.5,
1, 1.5 0 2 mg de CLC por ml con 120 x 10° espermatozoides cada uno. La incubacién de
espermatozoides con CLC se realizé durante el proceso de enfriamiento del protocolo de

congelacion.

7. Congelaciéon espermatica.

Los medios utilizados en el proceso de congelacion fueron:

- Diluyente LEY o Lactosa-yema de huevo: a una solucién de lactosa 310 mM se le
afaden 20 ml de yema de huevo; 328 mOsm y pH de 6.2 (modificado de
Westendorf, et al., 1975).

- Diluyente LEYGO, su composicién es: 91% del medio LEY, mds 1.5% (v/v) del agente
tensoactivo Orvus ES Paste®, y 7.5% (v/v) del crioprotector glicerol; 1700 mOsm

pH: 6.6 (LEYGO; Westendorf, et al., 1975).
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Una vez preparados los 5 grupos de trabajo, se inicid con el descenso de la temperatura
hasta llegar a 15°C en un periodo de 90 minutos, mediante un bafio de alcohol
programable. Una vez alcanzada la temperatura, las muestras se centrifugaron a 800 g
durante 10 minutos. Se retird el plasma seminal y la pastilla espermatica (pellet) fue
homogeneizada con diluyente LEY atemperado a 15°C. En una segunda fase de
enfriamiento, se colocaron nuevamente en el bafio de alcohol programable hasta llegar a
5°C durante 120 minutos. Los espermatozoides fueron diluidos con medio LEYGO
atemperado a 5°C (2:1; v/v) hasta llegar a una concentracién final de 500 x 10°
espermatozoides/0.5 mly 3% glicerol y se envaso en pajillas de 0.5 ml. Después del sellado
de las pajillas con alcohol polivinilico, fueron suspendidas sobre vapor de nitrégeno
liquido, a una altura de 4 cm durante 20 minutos, para posteriormente ser inmersas en

nitrégeno liquido para su almacenaje (esquema 1).
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Diluyentes a 37° C

y pesaje de CLC
Muestrasa 37° C l

Grupos de trabajo
(mg de CLC/ml/ 120 x 10°
espermatozoides)

Microscopia de
contraste de fases

Registro
de volumen

Concentracion
Anormalidades
espermaticas

. \|\//I|a?"||‘iccjjag * Control
PRRIGR o « 0.5mgCLC
* Grado de aglutinacion
R ——— | * 1mgCLC
ntegridad acrosoma « 1.5mgCLC
Analisis  computarizado * 2mgCLC

(Sistema ISAS)

Incubacién durante
enfriamiento (90 minutos)
Bafio de alcohol programable

d

Centrifugacion
800g /10 min/15°C

!

Re  suspension  con
H diluyente LEY a 15°C

Descenso de temperatura
120 min hasta 5°C

Envasado en «
pajillas de 0.5 ml

Suspension en vapores de N2
(20 min)

Adicién de diluyente Inmersion en N2 y almacenaje
B : LEYGO a 5°C (2:1 v/v)

Esquema 1. Proceso de congelacidén realizado.
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8. Descongelacion de paijillas.

Se realizd la inmersion directa de 36 pajillas por grupo experimental en bafio maria a 37°C
durante 20 segundos. Pasado este tiempo se retird el sello de las pajillas para incorporar
su contenido en 2 ml de medio BTS a la misma temperatura. El semen reconstituido se
sometid a las pruebas de contrastacidn para valorar la viabilidad espermatica post-

descongelacion (esquema 2).

Analisis  computarizado
(Sistema ISAS)
* Motilidad

Descongelacion

Microscopia de contraste
de fases
* Integridad acrosomal

Inmersion directa de pajillas en
bafio mariaa 37°C

Dilucion 1: 5 v/v en 2 ml de medio

BTSa37°C Microscopia de

fluorescencia

* Integridad acrosomal
* Viabilidad

Esquema 2. Proceso de descongelacién realizado.

9. Valoraciones del semen post-descongelacién.

9.1 Analisis computarizado de la motilidad espermatica (Sistema ISAS).

Con este programa informatico se registré la motilidad espermatica obteniendo
diversos parametros, que se reflejan en el cuadro 1. Se efectud el analisis
automatico del semen utilizando el médulo de movilidad espermatica. Una vez

descongelado el semen se cargd la camara ISAS (imagen 1a), visualizando en
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microscopia de contraste de fases a x100 aumentos, con una platina microscépica

a 37°Ctal y como se aprecia en laimagen 1b.

Imagen 1a. Llenado de la cdmara ISAS con semen descongelado.
Imagen 1b. Platina microscépica.

Mediante el programa de ISAS se capturaron 5 videos de diferentes campos para obtener

el informe global por muestra; de todos los pardmetros que se relacionan en el cuadro 1.
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Cuadro 1.- Relacidn de pardmetros de motilidad espermatica evaluados con el sistema

ISAS.

Parametro Siglas Descripcion del pardmetro (%)

Espermatozoides moviles MP Tienen movimiento progresivo

progresivos

Espermatozoides mdviles no MNP No tienen movimiento progresivo

progresivos

Espermatozoides estaticos E No tienen movimiento

Espermatozoides rapidos R Tienen movimiento rapido

Espermatozoides velocidad M Tienen movimiento medio

media

Espermatozoides lentos L Con movimiento lento

Velocidad curvilinea (VCL) Vel Distancia recorrida a lo largo de su trayectoria
real en funcién del tiempo.

Velocidad rectilinea (VSL) VSL Distancia recorrida en el primer punto y el ultimo
de su trayectoria.

Velocidad media (VAP) VAP Distancia recorrida a lo largo de su trayectoria
media.

indice de linealidad (LIN) LIN Relacién porcentual entre la VSL y VCL.

indice de rectitud STR Relacidn porcentual entre la VSLy la VAP

indice de oscilacidn WOB Relacién porcentual entre la VAP y VCL

Amplitud media del Desplazamiento de la cabeza del espermatozoide

desplazamiento lateral de la  ALH respecto de la trayectoria media

cabeza del espermatozoide

Frecuencia de batida del Promedio de la frecuencia (en el tiempo) con la

espermatozoide BCF que la trayectoria curvilinea del espermatozoide

cruza la trayectoria promedio.

9.2 Valoracién de la integridad acrosomal.

Se afadieron 20 pl de semen descongelado en 400 pl de solucién isosmética de

glutaraldehido al 2%. Una vez situada una muestra de esta dilucién entre
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portaobjetos y cubreobjetos, se visualizé la muestra en microscopia de contraste

de fases a x1000 aumentos.

La integridad acrosomal se reporté en porcentajes segun la siguiente clasificacién
(imagen 2):

Acrosomas normales: aquellos donde se distingue la continuidad de los bordes
apical e interno del acrosoma.

Acrosomas danados: el borde apical e interno del cromosoma presenta
discontinuidad.

Acrosomas perdiéndose: se aprecia la membrana acrosdmica extendida e
irregular, de color transparente por la pérdida de las enzimas acrosomales
Acrosomas perdidos: aquellos que han perdido en su totalidad la membrana

acrosOmica por accién de las enzimas acrosomales

Acrosoma Acrosoma Acrosoma Acrosoma

normal danado perdiéndose perdido

Imagen 2. Visualizacion de los distintos estados del acrosoma que se pueden
apreciar segun su integridad. (Microscopio de contraste de fases x1000
aumentos).
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9.3 Evaluacion de la viabilidad espermatica

La funcionalidad espermdtica se evalué mediante tinciones para verificar la
integridad de la membrana plasmatica, como indicador indirecto de la viabilidad
post-descongelacion.

Los fluorocromos utilizados fueron loduro de Propidio (IP) que tifie el ADN de los
espermatozoides con membrana plasmadtica dafiada y lectinas conjugadas con
fluorosceina; PNA (Aglutinina de Arachis hypogaea) que se une a residuos de B-
galactosa asociados a la membrana acrosomal externa, para permitir la
diferenciacién de espermatozoides con acrosomas intactos y espermatozoides sin
acrosoma, con acrosoma dafiado y con el acrosoma presente sdlo en la regién
ecuatorial.

Las soluciones de los flurorocromos se mantuvieron almacenadas en congelacion
(-20°C) en condiciones de oscuridad hasta su uso.

Los espermatozoides fueron contabilizados segun la inclusién o exclusion del IP,
considerando que los que tuviesen dafios en la membrana, se observaban con las
cabezas de color rojo como indicativo de la unién de la tinciéon con el ADN del
espermatozoide, mientras que los espermatozoides cuya membrana continua
siendo impermeable las cabezas se observan de color verde, mientras que la
tincidn de PNA permitid la visualizacidn de las membranas acrosomales y la tincidn
de Rodamina 123 mostré las mitocondrias con actividad en color verde (Gonzdlez,

2010).

Metodologia.
1. Dilucién 1:20 de semen en BTS,
475 plde BTSy 25 ul de semen.
2. Se colocaron 250 pl de la muestra en un vial color ambar
3. Se afiadieron de manera simultdnea: 2 pl de la solucion de IP, 3 ul de la solucidén con

Rodamina 123y 5 ul de la solucidn con PNA.
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4. Las muestras se incubaron durante 5 minutos a 37° C en estufa de cultivo.

5. Finalmente se colocaron 5 pl de la muestra teiiida en una laminilla con cubreobjetos

para su observacidn al microscopio de fluorescencia.

10. Andlisis estadistico.

En todos los experimentos se llevd a cabo el andlisis estadistico mediante el procedimiento
MIXED del software SAS (version 9.1, SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA), las diferencias entre
medias se compararon mediante la prueba de Minimos cuadrados (Least Square Means,
LSmeans). Las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas para un
valor de P<0.05. Todos los resultados estdn expresados en forma de media * error

estandar de la media (EEM).
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RESULTADOS

Los espermatozoides moviles, determinados por el analisis computarizado (ISAS), tratados
con CLC, después de ser descongelados se muestran en el cuadro 2. El porcentaje de
espermatozoides moviles del grupo control fue 19.03% y se incrementd a 25.06% con la
inclusion de 1 mg/ml de CLC. Los espermatozoides con movimiento progresivo en los
controles fueron 12.42%, el incremento significativo (p<0.05) registrado se observé como
efecto de la incubacién con 1.5 mg/ml de CLC. Los espermatozoides con los tres tipos de
velocidad cuantificados (VCL, VSL y VAP), disminuyeron en el grupo con 0.5 mg/ml de CLC,
con respecto al grupo control. Los indices de linealidad y oscilacién se incrementaron
significativamente (p<0.05) en el grupo incubado con 1 mg/ml de CLC, respecto al grupo

control, mientras que el indice de rectitud no se modificé con ningun tratamiento.

La integridad acrosomal de las muestras descongeladas (cuadro 3) mostré diferencias
significativas (p<0.05) para los espermatozoides con acrosomas dafados entre los grupos
control e incubados con 1y 2 mg de CLC; de igual forma entre el grupo control y el grupo
con 0.5 mg de CLC. Para los otros parametros evaluados en la integridad acrosomal, las

diferencias no fueron significativas como resultado del disefio experimental.

La viabilidad espermatica observada con 1 mg/ ml de CLC fue mayor significativamente

(p<0.05) (46.49%) que la obtenida con el grupo control (31.50%) (cuadro 4).
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Cuadro 2. Valores referidos a la motilidad espermatica con el sistema ISAS, segun la concentraciéon de CLC utilizada en la
criopreservacion del semen.

Pardmetros registrados

% de espermatozoides

Moviles

Estaticos

Moviles progresivos
Mdviles no progresivos
Con velocidad rapida
Con velocidad media
Con velocidad lenta

Velocidad curvilinea
(VCL)(um/s)

Velocidad rectilinea
(VSL)(um/s)

Velocidad lineal (VAP)
(um/s)

indice de linealidad (%)
indice de rectitud (%)
indice de oscilacién (%)

19.032+ 2.06
80.972 +0.11
12.42 +1.72
6.6129+1.10
11.39°+1.12
3.74° +0.61
3.98%9+1.13
74.77°+1.13

28.16° + 1.30

40.90° + 1.74

38.89° +2.03
68.11+1.93

56.48>9+ 1.68
Valores expresados: media * error estandar

0.5

20.66 + 2.03
79.34 £0.12
9.727+1.70
10.93°+1.08
6.937+1.17
4.68 +0.60
9.10°+1.12
49.86° + 3.68

19.46% + 1.29
28.4°+1.72
43.48° +2.01

69.06 + 1.91
62.15°+1.91

1

25.06°+2.12
74.94°+0.11
13.83+1.76
11.24b¢+1.13
11.87°+1.21
5.547+0.63
7.64°+1.16
61.79°+3.83

27.29+1.34
36.70°+1.79
44.92° +2.09

72.28 £1.98
61.67 °+1.72

Concentracion de CLC (mg/ml/ 120 x 10° espermatozoides)

15

20.91+2.14
79.09 +0.11
15.94° +1.79
7.64+1.14
13.60° + 1.23
3.57°+0.64
3.89%4+1.18
75.17° + 3.88

27.72 +1.36
41.00° +1.81
38.72+2.12

67.74+2.01
56.64 %9+ 1.75

Medias en una misma fila con una letra comun no presentan diferencias significativas (p<0.05)

23.20+2.35
76.80+0.12
13.50 + 1.96
9.70f+1.25
13.00° + 1.35
5.04 +£0.70
5.16° +1.29
71.15° + 4.25

26.42° +1.49
38.6°+1.98
41.93 +2.32

70.51+2.20
57.90+1.91
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Cuadro 3 .- Efecto de las CLC en el estado del acrosoma post-descongelacién

CLC (mg/ml/120x108 espermatozoides)

Espermatozoides

con acrosoma (%) 0 0.5 1 1.5 2
Normales 59,26+ 2,50 56,52 2,47 58,68+2,57  5839%2,61 54,40%2,85
Dafiados 16,44°°+ 1,16 19,739£1,15  20,43°+1,19 1811+121 20,03°+1,33
Perdiendo 22,28+ 2,08 21,02 +2,05 18,00£2,14 21,032,166 22,97 +237
Perdidos 2,03£0,44 2,72+ 0,44 2,890,445  247+046  2,60%0,50

Valores expresados: Media + Error estandar, n=40

Medias de una misma fila con una letra comun no presentan diferencias significativas (p<0.05)

Cuadro 4 .- Porcentaje de espermatozoides vivos y muertos post-descongelacién, segun la
concentracién de Ciclodextrinas Saturadas con Colesterol (CLC) utilizados en la criopreservacion
del semen

CLC (mg/ml/120x10°8 espermatozoides)

Espermatozoides (%) Control 0.5 1 1.5 2
Vivos 31.50°+2.77  37.98°+2.47 46.49°+2.85 3543°+289 36.54°+3.16
Muertos 68.506+2.77  62.02°+2.74 53.51°%2.85 64.57°+2.89 63.46°+3.16

Valores expresados: Media + Error estdndar, n= 40

Medias de una misma fila con una letra comun no presentan diferencias significativas (p<0.05).
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Imagenes 3 y 4. Fotografia de las tinciones bajo el microscopio de fluorescencia.
Los espermatozoides con cabezas de color rojo se consideran muertos como reflejo de la
pérdida de la permeabilidad de su membrana plasmdatica, mientras que los
espermatozoides con membranas intactas se tifieron de color verde.
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DISCUSION

En este trabajo los parametros valorados en las muestras descongeladas fueron la
motilidad analizada mediante el sistema computarizado (ISAS), la integridad acrosomal y
la viabilidad. El resultado que destaca y responde a la hipdtesis planteada, es el mayor
porcentaje de viabilidad obtenido a través de la incubacién con 1 mg/ml de CLC (46.9%)
referido en el cuadro 4, coincidiendo con los reportes de algunas investigaciones en donde
refieren el incremento entre 10 y 20 puntos porcentuales en comparacion con
espermatozoides no tratados (Rajoriya, et al., 2019). Este efecto puede estar relacionado
con el posible aumento de la proporcion entre colesterol y fosfolipidos de la membrana
plasmatica, lo cual reduce la ruptura de las membranas a causa de la transicién de fase de
los fosfolipidos que las componen, sugiriendo que el tratamiento de los espermatozoides
con ciclodextrinas saturadas de colesterol antes de la criopreservacion podria reducir la
sensibilidad de las membranas de los espermatozoides al dafio por enfriamiento, al

eliminar o al menos minimizar la separacién de fase lateral de los lipidos (Watson, 1981).

Mientras que en otras especies se han obtenido resultados exitosos por la inclusién de
CLC durante la fase de enfriamiento, comUnmente los grupos experimentales se realizan
con concentraciones entre 1y 2 mg de CLC/ml de diluyente con 120x108 espermatozoides,
o hasta 7.5 mg de CLC/ ml en algunas especies como los bovinos (Purdy y Graham, 2004).
Considerando que en estudios previos (Rajoriya, et al., 2019) se ha comprobd que existe
una cantidad limite de colesterol que puede incorporarse a las membranas espermaticas,
el presente tuvo la finalidad de identificar la concentracion de CLC con mejores efectos en
la criopreservacion. Tradicionalmente los diluyentes de congelacidon incluyen yema de
huevo, debido a que el efecto positivo esta relacionado con el contenido de colesterol
(Blanch, et al., 2014) y las lipoproteinas de baja densidad (Muhamma., et al., 2019)

minimizando el estrés causado por el enfriamiento; sin embargo, al ser un producto de

31



origen animal existe el riesgo potencial de contaminacién microbioldgica de los diluyentes,
asi como una composicidon variable (Muhammad, et al., 2019). Basado en que los
porentajes de movilidad mas altos de los espermatozoides descongelados (25.06 + 2.12)
y vivos (46.49 + 2.85) fueron resultado de la incubaciéon con CLC en concentracién de 1
mg/ml de diluyente con 120 x 10° espermatozoides se puede considerar que no se
requiere concentracién mayor de CLC, pudiendo ser una estrategia para el desarrollo de

diluyentes con composicién definida quimicamente.

A pesar del empleo de protocolos de congelaciéon optimizados, su uso en comparacion con
el semen fresco es limitado debido a tener menor cantidad de espermatozoides mdviles,
asumiendo que sean viables. La valoracion de la motilidad mediante el uso del sistema
ISAS permite reducir la subjetividad a diferencia de la estimacién visual. Considerando que
la poblacion viable posterior a la congelacidon puede verse afectada teniendo menor
motilidad, los resultados obtenidos destacan que la mayor proporcién de
espermatozoides con motilidad progresiva (15.94 + 1.79) fue obtenido en el grupo con 1.5

mg de CLC (Cuadro 2).

La diferencia entre los porcentajes medios de espermatozoides descongelados vivos y
moviles 21.43% para el grupo de 1 mg de CLC (46.49% - 25.06%), al igual que en otras
investigaciones (Medrano, et al., 2002), puede estar relacionado con el estado metabdlico
bajo de una poblacién espermatica (Flores, et al., 2008).

Mientras que algunos autores han reportado que los espermatozoides descongelados
obtuvieron un aumento significativo en su velocidad media aunado a la disminucién en la
linealidad media del movimiento progresivo otros, al igual que los resultados obtenidos
en el presente estudio, han mostrado mejorias en algunos parametros. Para el grupo de
tratamiento con 1 mg de CLC se obtuvieron mejores resultados en la linealidad y rectitud
del movimiento espermatico post descongelacién. Los resultados de los parametros de

espermatozoides descongelados pueden deberse a diferencias propias entre los
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eyaculados o los diluyentes empleados previos a la congelacion. Mientras que, como
norma general, en todas las especies de mamiferos estudiadas, los procesos de
congelacion y descongelacion modifican la capacidad de funcién espermatica reflejada por
ejemplo en la motilidad, algunos de los mecanismos especificos de dichas alteraciones,
como cambios en actividad mitocondrial y el aumento en niveles intracelulares de

especies reactivas de oxigeno contintdan siendo investigadas (Flores, et al., 2008).

El colesterol empleado en la incubacién de espermatozoides durante la fase de
enfriamiento tiene la capacidad de modificar dominios de la membrana plasmatica de los
espermatozoides dependiendo de la composicion lipidica o el grado de saturacidn de los
acidos grasos de dominios especificos de las membranas espermaticas (Miiller K., et al,
2008). En algunas especies como equinos o ratones se ha reportado que los efectos
positivos de la inclusion de CLC resultaron ser benéficos en mayor proporcién en
individuos clasificados como “malos congeladores” que en individuos clasificados como

“buenos” (Miiller, et al, 2008).

La membrana plasmatica es una estructura altamente dindmica que regula no solo el
intercambio extracelular sino también el proceso de fertilizacidon. Diversos estudios han
investigado acerca del impacto de las modificaciones en el contenido de colesterol de las
membranas plasmaticas y su afeccion en pardmetros funcionales de la célula como la
motilidad y la capacidad de fertilizacién, concluyendo que los espermatozoides son células
con una capacidad alta de adaptarse a un amplio rango de concentraciones de colesterol
en sus membranas plasmaticas. Es por ello que la alteracién en las propiedades biofisicas
como es la estructura de la membrana plasmatica ha mostrado estar relacionado con la
resistencia al estrés osmatico al ser dependiente de la permeabilidad al agua (Miiller, et
al., 2008). Sin embargo ante la inclusién de las CLC como vehiculo para la incorporacion
de colesterol a las membranas espermaticas, otras investigaciones (Yong-Seung, et al.,

2015) refieren que ocurre de manera distinta en distintos compartimentos de la
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membrana (region acrosomal, regidén post acrosomal de la cabeza, pieza intermedia y
pieza principal) es por ello que la reduccién en la fertilidad del semen descongelado en
comparacion al semen fresco ademas de relacionarse con menor viabilidad al
descongelado se asocia a dafios sub-letales en una proporcion de la poblacidn
sobreviviente (Watson, 2000) y en el presente estudio a diferencia de otros resultados el
efecto positivo en la membrana acrosomal evidenciado por su integridad no fue

encontrado como respuesta de la inclusiéon de CLC.

Sin embargo, la evaluacién de la integridad de la membrana acrosomal en el presente
trabajo mostrd ser mayor en comparacion con el porcentaje de viabilidad espermatica,
esto puede ser explicado por teorias antes expuestas en investigaciones que consideran
qgue el acrosoma presenta mayor estabilidad que la membrana plasmatica ante
fendmenos adversos, entre los cuales se encuentran, la criopreservacion (Ortman y

Rodriguez-Martinez, 1994).
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CONCLUSIONES

El tratamiento de espermatozoides porcinos con CLC previo a la criopreservacion beneficia
la supervivencia al descongelado de manera similar a otras especies cuyas membranas
plasmaticas se consideran susceptibles a dafios por congelacion (Combes, et al., 2000,
Rajoriya, et al., 2019). A pesar de existir una poblacion espermatica descongelada viva sin
motilidad, pudiendo deberse a dafios a la membrana mitocondrial durante la congelacién
referida en investigaciones previas (Schober, et al., 2007), la inclusién de las CLC puede
relacionarse con el incremento en la motilidad del grupo de tratamiento con 1 mg de CLC.
Aunque existen numerosos trabajos previos que incluyen a las CLC como tratamiento
previo a la congelacion con distintas concentraciones, podemos sugerir que la
concentracién de 1 mg/ ml de diluyente con 120 x10° espermatozoides incrementd la
proprociéon de espermatozoides vivos, méviles y aumentd su indice de linealidad,
sugiriendo su uso dentro de los protocolos de criopreservacion de semen porcino con la

finalidad de optimizarlos.
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