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Resumen

ARENAS NUNEZ MARCO ANTONIO. Efecto de distintas concentraciones de glicerol
sobre la integridad de la teca perinuclear del espermatozoide de cerdo (bajo la direccién de:
MVZ. Maria Elena Trujillo Ortega, MVZ. Roberto Martinez Rodriguez y MVZ. Santiago

R. Anzaldua Arce).

Estudios sobre criopreservacion de semen porcino demuestran alteraciones producidas por
este proceso en la integridad de la subestructura de la teca perinuclear (sTP). Por otra parte
el glicerol es el crioprotector permeable mas utilizado en los protocolos de
criopreservacion, sin embargo se reporta que presenta un efecto detrimental sobre proteinas
citoesqueléticas. De hecho, la alta sensibilidad del espermatozoide porcino a la toxicidad
del glicerol es la limitante por la cual es adicionado en concentraciones menores al 4% en
los criodiluyentes para esta especie. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de dos
concentraciones de glicerol sobre la teca perinuclear (TP), en muestras espermaticas de 6
eyaculados obtenidos de tres cerdos diferentes, fueron incubados en el detergente Brij 36-T,
para retirar la membrana plasmatica y el acrosoma y dejar la TP expuesta. Los
experimentos con TP fueron adicionados en glicerol al 2 y 4% en NaCl 159 mol, por
separado y se incubaron por 10 y 30 minutos, en otros dos tratamientos se adiciono glicerol
con inhibidores de proteasas (IP), incubandolos 30 minutos, dejando un tercer grupo sin
glicerol como control, y se dejé actuar por 30 minutos, al término de los cuales las muestras
fueron fijadas y procesadas por tincion negativa para su valoracién al microscopio
electronico. Se encontr6 que antes del tratamiento la apariencia de la sTP se conservo
integra con apariencia de cinturén por debajo de la region ecuatorial espermatica, con la
forma descrita por otros autores como “eslabones de cadena” o “grecas” sin pérdida de
continuidad. Después de los tratamientos, los resultados mostraron que la integridad de la
STP se ve alterada de manera significativa (P<0.05) con la adicion de glicerol al 2 y al 4% a
30 minutos, perdiendo su continuidad en un 74.7 y 72 % respectivamente, estos
porcentajes son similares a lo obtenidos en estos tratamientos pero a 10 minutos
obteniéndose 72% y 70% respectivamente. En los tratamientos con IP se obtuvé un 71.33%
y 74% de pérdida de la continuidad. Los resultados muestran por primera vez el efecto
adverso del glicerol sobre la integridad morfoldgica de la TP, lo que posiblemente sea un
reflejo de la baja de viabilidad del semen crioprerservado ya que esta estructura participa en
diferentes eventos de la fertilizacion.



Abstract

Recent studies in cryopreserved boar spermatozoa demonstrate that alterations on
perinuclear theca substructure (sPT) taken place by frozen-thawing process. On the other
hand glycerol is the permeable cryoprotector most used in cryopreservation protocols,
however is reported that presents a detrimental effect on protein cytoskeleton. In fact, the
high susceptibility of boar spermatozoa to the glycerol toxicity is a restrictive factor by
which it is added at less than 4% on final concentrations in the cryodiluents for boar semen.
The aim of this study was to evaluate the effect of two concentrations of glycerol on the
perinuclear theca (PT). Samples of 6 ejaculated obtained from 3 different boars were
incubated in the detergent Brij 36-T, to remove the plasma membrane and the acrosome
and leave the exposed PT. Then the samples were divided in five treatments. Control
treatment (control) was sperm with exposed PT in NaCl solution (154M). Second and third
treatments were added with glycerol 2 or 4% in the same NaCl solution; other two semen
samples in NaCl solution were added with glycerol and protease inhibitors (IP). All
treatments were incubated for 10 and 30 minutes, after the samples were fixed and
processed by negative staining for its valuation at the transmission electron microscope. It
was found that before treatment the appearance of the sPT will retain integrity with belt
appearance around the head of spermatozoa just below the equatorial region, with the form
described by other authors as "chain links" or "meander" with no loss of continuity. After
treatments, the results showed that the addition of glycerol (both 2 and 4%) altered sTP
integrity (P <0.05) at 30 minutes, with damages on its continuity in 74.7 and 72%. These
percentages are similar at 10 minutes obtained 72% and 70% respectively. Results in IP
treatments showed a 71.33% and 74% loss of continuity. The results show for the first time
the adverse effect of glycerol on morphological integrity of the TP, which is possibly a
reflection on the decline in sperm viability cryopreserved since this structure is involved in
different events of fertilization.

Key Words: spermatozoa of Boar, glycerol, Inhibitors of proteases, sPT.



1. Introduccién

La criopreservacion es una biotécnica que permite conservar espermatozoides de diferentes
especies de mamiferos por tiempo indefinido; lo que hace posible la optimizacion y
aprovechamiento de los mejores reproductores mediante el almacenamiento de su material
germinal, al quese podra tener acceso cuando se requiera aun dekpges el semental

ya no este disponibf@.

La primera vez que se realizo con éxito la congelacion de material seminal fue en el afio de
1949 por C. Polge, A. Smith, A. Parkes, a partir de entonces se han desarrollado diversas
técnicas para congelar diferentes tipos de material bioldgico (espermatozoides, células
sanguineas, tejidos, 6vulos, embriones). El primer tipo celular congelado con éxito fue el
semen de gall§ > %)

La criopreservacion de semen es un tema controvertido por lo que constantemente se
modifican los protocolos de congelacion con la finalidad de obtener mejores resultados en
relacion a la supervivencia y fertilidad del semen al descongelado. Aun asi, durante el
proceso de congelacion-descongelacion se pierde aproximadamente el 50 % de la poblaciéon
inicial de espermatozoides debido a los efectos de la criopreservacion sobre las membranas,
el citoesqueleto, el aparato motor y el nticleo del espermatdzdide

Aunque la adicion del glicerol, como elemento crioprotector de las células durante los
procesos de congelacion, presenta beneficios sobre la capacidad fertilizante de semen de
bovinos, éste también produce un efecto detrimental sobre el semen de otras especies como
el de verraco, aves y caballos. Wilmut y Pofgefundamentaron que la capacidad
fertilizante del espermatozoide de verraco se reduce cuando el semen es almacenado en 5 o

10% de glicerol a 20° C, pero no a 5¥C



1.1 Antecedentes

La criopreservacion inicia en 1949, cuando los investigadores C. Polge, A. Smith, A.
Parkes descubren el efecto crioprotector del glicerol al usarlo para congelar semen de gallo,
posteriormente trabajan con semen de bovino comprobando su efecto crioprotector sobre la
célula espermaticy”’: Este descubrimiento lo hicieron por “serendipia”; que en latin
significa por casualidad. Los investigadores utilizaron un frasco con residuos de glicerol
para almacenar espermatozoides de gallo y observaron que estos se movian después de
estar en refrigeracion.

Las ventajas de la criopreservacion son: permitir almacenar semen por tiempo indefinido,
intensificar el mejoramiento genético para el uso de los mejores reproductores, la
utilizacion en produccion de lineas selectas, la creaciéon de bancos de germoplasma, la
preservacion de razas autoctonas, la prevencion de enfermedades infecto-contagiosas, la
conservacion de material genético de reproductores valiosos y la exportacion de dosis a
paises con esquemas de selec{iéh

En cuanto a la especie porcina, en 1970 y 1971 se obtienen los primeros lechones a partir
de semen congelado mediante la deposicion del mismo a nivel uterino o cervical por
laparotomid® o inseminacién con catéteré, respectivamente.

En 1975, simultaneamente en Estados Unidos Pursel y Johnson (1975) y en Alemania
Westerndorfet al., (1975), desarrollan dos protocolos de congelacion utilizando como
diluyentes a la yema de huevo y al glicerol como agentes crioprotectores, ademas del
empleo de distintos azucares.

En la década de los 90, se mejoran las condiciones del proceso de congelacién con el

estudio de nuevos envases y curvas de congeldtion



En la especie porcina, la técnica esta lejos de destacar debido a la susceptibilidad del
espermatozoide de esta especie a los dafios causados por el proceso de congelacion y
descongelaciéf?, pero sobre todo a la accesibilidad para emplear semen fresco-refrigerado
(15 a 16° C), que permite conservar la calidad del semen por varios dias, lo que lo convierte

hoy en dia en la mejor opcién a nivel comertiat?,

1.1.1 Crioprotectores

Son sustancias que se emplean para proteger a la célula espermatica de las consecuencias

de la formacién de cristales de hielo, para atenuar los cambios en la composicion del

medio, asi como de los efectos de los cambios de tempefatiEstos pueden actuar a

nivel intracelular o extracelular.

Un crioprotector 6ptimo debe cumplir con tres criterios:

1. Ser altamente permeable en la membrana plasmatica, para minimizar asi los cambios de
volumen.

2. Tener poca dependencia de la temperatura (baja energia de activacion).

3. Causar la menor toxicidad a las células.



Actualmente los crioprotectores se dividen en dos tipos:

1. Los que atraviesan la membrana celular como: el glicerol, el dimetilsufoxido
(DMOSO), el eritreitol, el adonitol y la acetamida.

2. Los que no atraviesan la membrana celular como: azUcares (dextrosa, fructosa,
sacarosa, trealosa, lactosa) y la polivinilpirrolid8fa

Los que actian a nivel intracelular ejercen una accion protectora al evitar la formaciéon de
cristales de hielo dentro de la célula, ya que disminuyen la temperatura a la que se alcanza
el punto de congelacion, evitando al mismo tiempo la concentracion de electrolitos a los
que esta expuesta la célula durante el proceso de congelacién-descon§élacion

Los que actuan a nivel extracelular son solutos o coloides que no pueden servir como
diluyentes, pero contribuyen a la propiedad osmaética de la solucion y favoreciendo la salida

de agua de la célula, produciendo con ello la deshidratacion y encogimiento de las mismas

14

1.1. 2 Glicerol

El glicerol es empleado como agente crioprotector permeable para inhibir la formacion de
hielo intracelulaf*®.

A pesar de que el glicerol es un crioprotector universal, la concentracion adecuada de este
en los diluyentes para la congelacion del semen no esta bien establecida; concentraciones
del 2 al 6 % pueden dar buenos resultados, ello segun la especie o la célula. Este
crioprotector atraviesa la membrana en pocos segundos y el equilibrio se alcanza a los 30

segundos, por lo que se ha propuesto que el efecto de este sobre la capacidad de



fecundacion de los espermatozoides después de la descongelacion puede ser dependiente de
la temperatura y del tiempo de exposicion al mi§rhé® 17 1819

Hammerstedt y Graham en 1999, al revisar los efectos del glicerol sobre las células
observaron que el estrés osmotico esta asociado con las concentraciones molares de glicerol
empleadas, con modificaciones de la bicapa lipidica por su habilidad de insertarse entre los
fosfolipidos, con su potencial para entrar como intermediario en vias metabdlicas y también
encontraron que este interacciona con los microtubulos y otras proteinas del citoesqueleto.
Por otra parte, la pérdida de fertilidad asociada con el empleo del glicerol en el
espermatozoide de cerdo se atribuye al deterioro del acrosoma, ocasionado probablemente
por estrés osmoticd® 2% Recientemente, en el espermatozoide de bovino se reporté que

alteraciones del citoesqueleto (teca perinuclear) de la cabeza del espermatozoide estan

relacionadas con la pérdida del acroséfia

1.1.3 Metabolismo del Glicerol

El glicerol puede ser metabolizado por los espermatozoides de verraco, toro, carnero y
macho cabrio, donde estimula el consumo de oxigeno, Aunque el espermatozoide de
verraco tiene la capacidad de oxidarlo hasta €¥) sélo concentraciones relativamente

bajas del mismo pueden ser utilizadas para obtener una sobrevivencia adecuada después de
la criopreservacion del semen, es decir concentraciones adecuadas del mismo para la
criopreservacion de otras especies son detrimentales para la sobrevivencia del
espermatozoide en esta especie, ya que ocasionan dafos en el acrosoma y alteraciones de la
membrana plasmatic&® '® Se ha sefialado que el dafio toxico del glicerol sobre los

espermatozoides es independiente del dafio osmatico. Una teoria es que el dafio surge de la



conversion metabdlica a un compuesto toXmoethilglioxal), compuesto presente tanto en

espermatozoides de aves y mamiférBs

1. 1. 4 Transformacion del glicerol a methilglioxal

Riddle y Lorenz en 1973?%? reportaron al methilglioxal como intermediario del
metabolismo del glicerol, via un mecanismo glicélitico alterno. Durante su metabolismo el
glicerol es convertido a dihidroxiacetona y esta triosa a methilglioxal por un mecanismo no
enzimatico, la reaccion es catalizada principalmente por fosfato inorganico.

El interés del methilglioxal como un posible intermediario del catabolismo de la glucosa
inicia aproximadamente en 1913 con el descubrimiento del sistema enzimatico glioxalasa
que convierte esta cetoaldehido a D- lactato. Durante los siguiebt@siios, finalmente

se determina que el methilglioxal es un producto no enzimatico de la glicélisis mas que un
intermediario autentico. Sin embargo, varios investigadores han proporcionado evidencias
convincentes de que este compuesto puede ser realmente un intermediario de un
mecanismo activo alterno de la via glicolitica en diversas bactétiaBarte del énfasis

para este renovado interés en el methilglioxal surge de la observacion de un producto
bactericida elaborado por ciertas cepasEdeoli mutantes. Adicionalmente, Riddle y
Lorenz, (1973f%?, encontraron que el methilglioxal se acumula en concentraciones letales
cuando los espermatozoides de ave son incubados en soluciones de Ringer-fosfato
adicionado de glicerol o dihidroxicetona.

El methilglioxal es conocido por ser un potente inhibidor metabdlico, no asi la
dihidroxicetona. De hecho la conversién de la triosa a methilglioxal, catalizada por fosfato,

ha sido demostrada. Concentraciones elevadas de ambos compuestos han sido relacionadas



con la inhibicién de la respiracion celular, sin embargo dicha inhibicion en presencia de
glicerol no es un evento muy conocido; aunque normalmente la dihidroxiacetona aparece
como un metabolito, producto de la utilizacion del glicerol.

Normalmente, el glicerol que entra a la via glicolitica es convertido a dihidroxiacetona-
fosfato, por un mecanismo de fosforilacion. La dihidroxiacetona es también rapidamente
metabolizada via fosforilizacion. Asi, la acumulacion de dihidroxiacetona en el medio,
cuando el glicerol es el substrato, es indudablemente debida a la accién de fosfatasas sobre
la triosa fosforilada. Cuando el glicerol fosforilado es oxidado a dihidroxiacetona-fosfato,
los niveles de NAD dentro de la célula pueden verse reducidos con la resultante
disminucién de la via de tres carbonos a L-lactato (Figura 1). Bajo tales condiciones, la
dihidroxiacetona-fosfato y la dihidroxiacetona resultantes pueden acumularse a grandes
concentraciones. Los efectos aditivos inhibitorios cuando la dihidroxiacetona y el glicerol
estan presentes, son debidos al mantenimiento de un nivel alto de dihidroxiacetona, que

cuando cualquiera de los dos substratos es adicionado por séparado

10



Medio extracelular Medio intracelular

M
e
m .
Glicerol 4 b I—» Glicerol
r
a . .
n Glicerol cinasa
a
c .
e Glicerol fosfatasa
|
u
|
? DHAP ___p L-Lactato
Glicerol Fosfatasa
Cinasa
DHA | —» DHA
A l A Reaccion celular (N)
MGA »  Reaccion celular (1)
MGA
Glioxalasa
D-Lactato

Figura 1. Interaccion bioquimica de los 3-carbonos a nivel de glucdlisis. Donde: A=Anion Catalitico extracelular;
A’=Anion Catalitico intracelular; DHA= Dihidroxiacetona; MGA=Metilglioxal; DHAP=Dihidroxiacetona fosfato; N=no
inhibitorio; I=Inhibitorio. Esquena adaptado de Riddle y Lorenz, 1973. Biochem Biophy Res Commun
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2. Dafios producidos por el proceso de criopreservacion

Se sabe que el semen criopreservado presenta una viabilidad disminuida después de dicho
proceso. El dafio durante la criopreservacion puede ser atribuido a la toxicidad de los
crioprotectores, astrés osmatico, a leambios de temperatura, a la formacion de cristales

de hielo o dafio oxidativi > 2%

Como efecto primario de los dafios sobre las células producidos por el proceso de
congelacion, se sefala la ruptura de la membrana plasmatica. Este dafio ha sido
principalmente atribuido al estrés hiperosmético experimentado por las células durante el
proceso de enfriamiento y por la liberacion de este estrés durante el proceso de
descongelaciéon. Cuando una suspension celular es enfriada los solutos extracelulares —
tanto iGnicos/ no idnicos y agentes crioprotectores — se van concentrando cada vez mas
conforme el enfriamiento avanza y el agua se precipita en forma de hielo. Esto crea un
ambiente hiperosmético para la célula, el cual puede c&tisar:

1) Cambios en el pH, conforme las sales del amortiguador alcanzan su solubilidad.

2) Incremento de la deshidratacion celular, que da como resultado el entrecruzamiento de
estructuras intracelulares.

3) Debilitamiento de los complejos proteina-lipidos de la membrana celular y pérdida de
fosfolipidos.

Estos posibles efectos que pueden ocasionar dafio celular, como resultado de la
concentracion de solutos, han sido colectivamente caracterizados por Mahzur9g0®

como “efecto-solucion”. Estos mismos autores sugirieron que el efecto solucion ejercido
sobre las células se incrementa en los procesos de enfriado lento, ello debido a que el

tiempo de exposicién de la célula a una solucién concentrada se préfonga

12



Ademas del efecto solucion, otros cambios en el ambiente osmatico de la célula que pueden
causarle dafio son los inducidos tanto por la adicion del crioprotector, antes de la
congelacién como la consecuente remocién del mismo después de la desconGélacion
Como cualquier tipo celular los espermatozoides cuando son sometidos al proceso de
congelacion responden a esta agresion con la pérdida de agua y disminuyendo su volumen
429 Adicionalmente, ya que la desestabilizacién de la membrana plasmética puede ocurrir
aun en ausencia de la formacion de hielo intracelular, es probable que la deshidratacién de
la célula (estrés osmotico) juegue un papel importante en el dafio a la membrana producto
de la congelacién y descongelacfinBajo esta condicién mas del 90% del agua osmética
activa es removida y la membrana plasmatica experimenta una fase de transicion de la
bicapa lipidica al sufrir alteraciones en la distribucién de sus fosfolipidos, que pueden
cambiar de una bicapa lipidica en estado de gel a un reareglo hexagonal con caracteristicas
de permeabilidad no selectiva de la membr&haPor otra parte, la superficie rugosa
presentada por algunas de las células podria ser el resultado de la resistencia ejercida por el
citoesqueleto y otras estructuras intracelulares constitutivas que interaccionan con la
membrana plasmati¢a.

De aqui la importancia de que los espermatozoides mantengan la capacidad para ajustar el
volumen celular antes y después del proceso de criopreservacion para prevenir la lisis y la
muerte de los mismos; esto esta determinado por factores como la composicién de
fosfolipidos de la membrana, el citoesqueleto, permeabilidad al agua, canales de agua y
canales iénicos, entre otr33.

Al igual que otros crioprotectores, se ha reportado que el glicerol tiene un efecto
detrimental sobre la capacidad fertilizante del espermatozoide, principalmente por alterar la

actividad de la membrai®).
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Cuando el glicerol es incorporado a los diluyentes, el estrés osmotico transitorio que
produce sobre la membrana plasmatica esta intimamente relacionado con la capacidad
penetrante del mismi&®. A pesar de lo anterior, la adicién de concentraciones elevadas de
glicerol (600- 1800mOsm), no resultan en la disminucion de la motilidad y viabilidad
espermatica, tan grande como se ha observado cuando se aumenta la osmolaridad por la
adicion de solutos no permeables, esto se ha observado en espermatozoides de toro, raton,
cerdo y human&”, lo anterior refleja la habilidad del glicerol para alcanzar un equilibrio
rapidamente a través de la membrana plasmatica.

Se ha observado que el 50% de las células pierden la integridad de la membrana plasmatica
cuando la osmolaridad del medio es mayor o igual a 2000mOsm; incluso aunque la lisis
celular se reduzca al disminuir la temperatura, la sobrevivencia se vera afectada por el
tiempo de exposicion de las células a los medios hiperosmoticos. El estrés osmotico
causado por el glicerol se ha reportado para muchos tipos ceftifayese ha relacionado a
diferencias en la permeabilidad relativa a este compuesto a través de la membrana
plasmatica. Al respecto, se ha observado que cuando los espermatozoides son expuestos a
soluciones hiperosmoticas de glicerol, pero isotonicas con respecto a los electrolitos, son
pocas células las que pierden la integridad de la membrana plashi4tipar lo que la

lisis causada por la remocion del glicerol de las células puede depender de forma en que las
mismas retornen a las condiciones isosmotf¢as

Por ello, se ha sugerido que para prevenir el dafio osmético sobre las células durante el
proceso criopreservacion es necesario conocer la tolerancia osmotica de las mismas en
funcién de: a) tiempo, b) temperatura y c) tipo y concentracion de stfitos

Healy, 1969°% estudio el efecto de la congelacién con glicerol sobre la ultraestructura de

las células esperméticas de varios animales y encontré diferencias que atribuyd a la
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composicion diferente de las membranas plasmaticas entre e$fletlesos cambios en

la motilidad del espermatozoide criopreservado en presencia de glicerol han sido asociados
tanto con la pérdida de la integridad de la membrana plasmatica, asi como con la ruptura o
pérdida del potencial de la membrana mitocondfiial

Las distorsiones producidas por el glicerol sobre la pieza media del flagelo consisten en el
hinchamiento de las mitocondrias y pérdida de la integridad de la membrana celular; la
pieza media es la region del flagelo donde la motilidad de la célula espermatica es generada
(25.26.21) En el caso del verraco la congelacién de semen, en presencia del glicerol causa
cambios estructurales principalmente a nivel de acroSama

Los cambios degenerativos que ocurren en la cabeza de los espermatozoides de verraco son
similares a los que se han descrito en los espermatozoides de toro (vacuolizacion). Sin
embargo, uno de los primeros cambios observados en los espermatozoides dafiados no deja
de ser la fractura de la membrana plasmatica sobre el acrosoma, seguida del hinchamiento y
finalmente la ruptura completa de la membrana plasmatica y de la membrana acrosomal
externa.

Adicionalmente se menciona que la viscosidad del citoplasma y la de algin organelo del
espermatozoide pueden verse alterados cuando el glicerol penetra al mismo. Ademas se
sabe que la viscosidad intracelular del espermatozoide difiere entre especies, por lo que el
glicerol podria tener efectos especificos sobre los eventos que ocurran en el citoplasma
segun la especf& 1832

En conclusion la criopreservacion junto con la concentracion elevada de glicerol inducen
dafio espermatico como resultado del estrés osmatico primero que el dafio mecanico de la
membrana plasmética y alteracion en el metabolismo espermético y el dafio oxidativo a los

fosfolipidos de la membrana y la cromattta
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A pesar de que el glicerol es el crioprotector que causa un mayor estrés osmotico y que
provoca alteraciones en la motilidad, viabilidad, integridad acrosomal y potencial de la
membrana mitocondridf”. El estrés osmético se atribuye a la diferencia existente en la

permeabilidad relativa de los crioprotectores, del agua, y de la temperatura dep&itliente

3. Morfologia Espermatica
El espermatozoide es una célula muy especializada que posee un solo juego del numero de

cromosomas de la espe€i8. Se ha dividido en tres regiones:

1. Cabeza, que consiste de un nucleo condensado, la teca perinuclear (TP) y el
acrosoma.

2. El cuello une a la cabeza con el flagelo.

3. El flagelo, que contiene al axonema, las mitocondrias y otros elementos

estructurales responsables del movimiento (Figura 2).

3. 3.1 La cabeza

La forma de esta es caracteristica de cada especie, esta tiene la forma de hoz en
espermatozoide de rata y raton y es aplanada y redonda en la mayoria de los animales
domeésticos.

Esta constituida de adentro hacia fuera por el nucleo, la envoltura nuclear, la teca

perinuclear y el acrosoma, esta recubierta por la membrana citoplasmatica, se debe de
agregar que la cromatina nuclear muestra ciertas caracteristicas que sugieren que Ssu

organizacion es importante para cumplir con sus funciones, por eso durante la
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espermatogenesis el DNA espermatico debe ocupar un volumen menor, esto se resuelve
condensando el material genético, por eso presenta una apariencia mas alargada.

A su vez el nucleo esta cubierto por dos estructuras, la envoltura nuclear y la teca
perinuclear, la primera esta relacionada estrechamente con la cromatina, consiste en dos
membranas separadas entre 7 a 10 nm. Cerca del polo caudal de la cabeza y forman el
anillo posterior, que se considera una especie de sello que separa la cabeza y al flagelo en
compartimientos. La envoltura no posee poros nucleares, se localizan en una estructura
residual de la espermiogenesis conocida como “envoltura redundante”, se aloja en el cuello
y lejos de la cromating”.

La TP es una estructura citoesquelética que rodea al nucleo, excepto donde el flagelo se
inserta a la cabe#%¥),

El acrosoma es un organelo en forma de capuchon, envuelto en una membrana que se
adapta estrechamente a los contornos de la parte anterior del ndcleo. La membrana
acrosomal interna, la que esta adherida a la envoltura nuclear, se continda en el margen
posterior del capuchdén con la membrana acrosomal externa. Las dos membranas corren
paralelamente una a la otra en la mayor parte de su curso y rodean una cavidad muy
estrecha que esta ocupada por un material amorfo y homogéneo. El contenido acrosomico
es rico en enzimas como glucosidasas acidas, proteasas, esterasas, fosfatasa acida y

arilsulfatasa®®, su forma y tamafio varia entre especies.
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3. 3. 2 El cuello

Esta estructura tiene forma conica con la base mas ancha en su union con la cabeza y la
forma mas estrecha en su unién con la pieza media. Se extiende entre la cabeza y la pieza
media del flagelo. La porcion mas cercana a la cabeza es la llamada pieza de conexion y
une a la cabeza con el flagelo. En su extremo anterior esta region recibe el nombre de
capitolio y se une a la placa basal del nucleo por una serie de filamentos finos. En el
extremo caudal del cuello, la pieza de conexion esta compuesta de nueve columnas
estriadas 0 segmentadas. Estas estan orientadas longitudinalmente y estan compuestas de
bandas claras y densas en forma alterada y gradualmente se fusiona con el capitolio. En el
interior de la pieza de conexion, inmediatamente por debajo de la superficie articular del
capitolio, hay un centriolo proximal orientado transversalmente. Otras estructuras del cuello
incluyen la porcion redundante de la envoltura nuclear, una o dos mitocondrias que se
extienden de la pieza media del flagelo, los segmentos iniciales de las fibras densas

externas y la extension anterior del par de microtabulos centrales del axbnema.

3. 3.3 El Flagelo

Es la porcidbn movil del espermatozoide que se subdivide en tres segmentos: la pieza media,
la pieza principal y la pieza terminal. La caracteristica comun de estos tres es la presencia
del axonema central con un arreglo tipico de 9 dobletes de microtabulos periféricos y dos

microtubulos centrales. La pieza media se extiende desde el cuello hasta el anillo posterior
y constituye la porcibn mas ancha del flagelo. EI axonema central aparece rodeado por

nueve fibras simples, mas gruesas y de contorno irregular, denominadas “fibras densas
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externas”. Por fuera de estas se encuentran las mitocondrias a manera de collar, es la vaina
mitocondrial.

La pieza principal es el segmento mas largo del flagelo. EI axonema se mantiene rodeado
por las nueve fibras densas externa, las que presenta grandes variaciones de tamafo y
suelen desaparecer hacia el final de la pieza. En la pieza terminal (porcién mas corta), solo

persiste en el axonema embebido de una matriz amorfa y directamente rodeado por la

membrana plasmati¢¥’.

Gutiérrez-Pérez 2006

Figura 2. .espermatozoide completé tefiido con azul de coomazie, en el que se aprecian la cabeza, el cuello, el flagelo y sus
respectivas medidas. Fuente. Gutiérrez- Pérez, 2006.
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4. Citoesqueleto

La arquitectura tipo- especifica es determinada y mantenida por la expresion génica de
proteinas responsables del ensamblaje del citoesqueleto. Entre las caracteristicas del
citoesqueleto esta su resistencia a la lisis y a la extraccion con detergentes
desnaturalizantes, asi como a soluciones amortiguadoras a diferentes concentraciones
salinas y pH®® 3

El citoplasma de las células eucariotas esta organizado por una red de filamentos conocida
como citoesqueleto, esta red esta constituida por tres tipos de filamentos. Los microtubulos,
los filamentos de actina y los filamentos intermedios. Los tres tipo se forman como
ensamblajes helicoidales de subunidades que se autoasocian generando combinaciones
proteicas extremo-extremo a laterales.

Los filamentos intermedios forman estructuras semejantes a cuerdas, faciles de formar pero
dificiles de romper. Los microtubulos son rigidos y fuertes, mientras que los filamentos de
actina muy finos, complicados de ensamblar y mucho mas sencillos de f8thpex

tubulina y la actina son las subunidades de los microtubulos y microfilamentos
respectivamente, ambas proteinas han sido altamente conservadas a lo largo de la evolucion
de las células eucariotas. Las subunidades de los filamentos intermedios son mas diversas,
siendo especificas de tejido como las queratinas de células epiteliales, a los neurofilamentos
de células nerviosas.

En todas las células la funcién primaria de los filamentos intermedios es proporcionar
resistencia mecanicd?. La actina es la principal proteina citoesquelética de todas las
células de mamiferos y tiene un papel importante en la regulacion de la forma celular,

migracion e interaccién con la matriz extracel{f@ Ademas una funcién comun de las
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estructuras citoesqueleticas de actina consiste en endurecer o cambiar la forma de la
membrana plasmatica, los microtubulos participan en un gran numero de funciones
celulares incluyendo el mantenimiento de la forma y polaridad, mitosis, citocinesis, el

posicionamiento de organelos, transporte intracelular a regiones especificas y la

locomocién celulaf*®.

4. 4. 1 Microtubulos y Proteinas Asociadas

Los microtabulos y sus proteinas asociadas (MAPS) son esenciales para el mantenimiento
de la estructura y funcion celular. Estudios detallade#ro hanestablecido que la tasa de
polimerizacion y despolimerizacion de tubulina se ve alterada por el glicerol. En la mayoria
de las células el citoesqueleto de microtubulos participa en los procesos de transduccion de
sefal, por lo que cualquier alteracion de los mismos puede afectar la respuesta celular a los
estimulos externos. Para su funcionamiento los microtibulos requieren de ATP. Se ha
propuesto que el glicerol ejerce un efecto directo sobre la proteina de los microtubulos
(tubulina) al formar uniones covalente o fisicas muy fuertes con los mi&fos
Adicionalmente, los crioprotectores pueden directamente afectar el equilibrio bioenergético
al incrementar la permeabilidad i6nite la membrang? 2% 2%

Entre las proteinas que se asocian a los microtabulos estan: la dineina, cinecina, las MAPs
(proteinas asociadas a microtubulos), estas se unen y promueven el ensamblaje de los

microtubulos; estas incluyen MAP1A, MAP1B, MAP2, MAP4 y tau. Las proteinas dineina

y cinecina son motoras y basan su movimiento en la hidrélisis def'ATP
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4. 4. 2 Teca Perinuclear (TP)

Al hablar de citoesqueleto espermatico se debe mencionar que la principal estructura
citoesquelética de la cabeza de los espermatozoides es la teca perinuclear.

La TP o tambiétlamada sustancia perinuclear, es una estructura citoesquelética de origen
proteico Unica de la cabeza espermatica, que envuelve al ndcleo excepto en su base, donde
se inserta el cuello del espermatozojd@onde se forma el anillo posteridt *©) la teca
perinuclear al ser observada al microscopio electronico de transmision, presenta una
apariencia fibrillogranulaf® ")

Morfologicamente se divide en dos regiones que son: la hoja o lamina subacrosomal, que se
intercala entre la membrana plasmatica y la envoltura nuclear, llenando el espacio entre el
acrosoma y el nucle8™ * la hoja o lamina postacrosomal, que se extiende de manera
distal desde la region ecuatorial de la cabeza espermatica y se acomoda entre la membrana
plasmatica y la envoltura nuclé&t 4"

La teca perinuclear se ensambla durante la espermiogénesis, coincidiendo con la
transformacion nuclear. El material perinuclear aparece primero en la espermatide
temprana entre el granulo acrosomal en formacion y la envoltura nuclear. Durante la
espermiogénesis la estructura se extiende periféricamente sobre el polo anterior, justo al
frente del acrosoma en formacié¥. Estas dos regiones no tienen su morfogénesis en la

misma etapa de la espermiogénesis y difieren en composicion pfieica
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4. 4. 3 Funciones de la teca perinuclear (TP)
Se le ha involucrado en:

a) En el ensamblaje del acrosoma, manteniendo una continuidad estructural con la matriz
nuclear, por lo que se convierte en una estructura citoesquelética que da forma al nucleo,
ademas andlisis ultraestructurales de espermatides y espermatozoides epididimales
demuestran una estrecha relacion entre la teca y las membranas acrosomales espermaticas,
participando en la formacién de la cabé%a

b) En el mantenimiento de los dominios de la membrana plasmética de la cabeza
espermatica, durante la capacitacion y la reaccion acrosomal se presenta un reacomodo
especifico ddas particulas intramembranosas, las cuales qudtlsadas en dominios
diferentes.

c) En la proteccién del nucleo, la proteccion mecanica al envolver al nacleo y asi lo
mantiene integro durante la maduracion espermatica y el transito por el tracto femenino
hasta el sitio de fecundacion.

d) Participa en la rigidez estructural que aporta y favorece la penetracion de las envolturas
del ovulo, esta rigidez se debe al aumento en la estabilidad de la teca perinuclear conferida
por el incremento progresivo de puentes disulfuro intra e intermolecularmente entre sus
constituyentes proteicos durante la maduracion epididimal al mismo tiempo que se
establecen los enlaces entre las protaminas nucl&res

e) Participa en los procesos de fusion y descondensacion espermatica y es considerada
como reservorio de moléculas de sefalizacion algunas de las cuales podrian estar
participando en la activacion del ovocito, la defensa antipoliespérmica y el desarrollo

embrionario tempran@” 48 49
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4. 4. 4 Subestructura de la TP (sTP)

En estudios sobre cambios en la composicion proteica de la TP durante la reaccion
acrosomal Juarez y Muijica, (1999, reportaron la formacién de una subestructura en la
region apical de la hoja postacrososomal de la TP de espermatozoide de cobayo, esta sTP
consiste en proyecciones en forma de pestafias, que rodea la cabeza espermatica. Esta

subestructura también ha sido reportada en espermatozoides de @arcero y bovino

(49)

5. Capacitacion y Reaccion Acrosomal (RA)

La capacitacion es un proceso en el cual los espermatozoides que ya han sido eyaculados
requieren de un periodo de incubacién en el tracto reproductor de la hembra y que lo
prepara para la reaccion acrosomal.

Especificamente la capacitacién es considerada como la suma de procesos bioquimicos y
fisiologicos que se llevan a cabo en el periodo de incubacion de los espermatozoides en el
tracto reproductor de la hembra. En este evento el espermatozoide sufre cambios tales
como: incremento en la fluidez de la membrana, perdida de colesterol, aumenté en la
concentracion de calcio, incremento en la concentracion de AMPc, fosforilacion de
proteinas y cambios de motilidad del ganf&o

La reaccidon acrosomal es un proceso de exocitosis regulada que ocasiona cambios
estructurales y funcionales en el espermatozoide. Durante ésta el acrosoma libera enzimas
proteoliticas para que el espermatozoide pueda atravesar las envolturas del ovocito. Se ha

propuesto que la estrecha relacion estructural que existe entre la membrana plasmatica y el
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citoesqueleto soporta el concepto de que los elementos de este dltimo mantiene la
integridad de esta region de la cabeza espermatica durante la reaccion acrosomal, ademas
las proteinas constituyentes de la TP durante la reaccién acrosomal podrian servir para
estabilizar la region ecuatorial previniendo de la vesiculacion que se lleva a cabo durante la
reaccion acrosomal, por lo que para la estabilizacion de las membranas de esta region, las
proteinas de la TP pueden jugar un papel importante en la fertilizacion.

Como ya se menciono la TP esta involucrada en el mantenimiento de los dominios de
membrana. Durante la capacitacion y la reaccion acrosomal se presenta un reacomodo
especifico de las particulas intramembranosas. Ademas se ha publicado que la actina que es
una proteina constituyente de la TP participa en estos eventos y que tiene la capacidad de
unirse con otras proteinas de la misma §® confiriéndole la capacidad de formar
polimeros. Juarez y Mdjica (1998, mencionan que la sTP del espermatozoide de
cobayo es estabilizada por la actina y posiblemente la desestabilizacion de la misma
provoca que la sTP se altere.

Por lo tanto la polimerizacién de la actina en la region ecuatorial y postacrosomal ha sido
reportada que ocurre en el espermatozoide de cerdo durante la capa€itagi@n el

cobayo durante la reaccién acrosofffal Por otro lado la polimerizacién se ha involucrado

en la habilidad de la capacidad de fertilizacion del espermatozoide con reaccion acrosomal.
Se ha reportado que la TP del espermatozoide de cerdo al igual que el espermatozoide de
bovino, sufre alteraciones después del proceso de criopresen@tion) Otras
investigaciones han sefialado que las proteinas del citoesqueleto pueden sufrir cambios
inducidos por los componentes de TP debido a que son termosensibles y por lo tanto estos
cambios estructurales tienen consecuencias funcionales. Sin embargo no se excluye la idea

de que estos cambios sean inducidos primeramente por el efecto téxico del@licgtol
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6. Justificacion

Durante los procesos de congelacion y descongelaa producen alteraciones celulares
que causan reduccion de la fertilidad del sememp@servado en comparacion con el
semen frescd®®. Esto se debe a que durante los protocolos deredervacion se
presentan dafios estresantes, entre los que sengacetestrés toxico debido a la
exposicion de la célula al agente crioproteffoEn el caso del espermatozoide de cerdo se
ha reportado la relacion directa entre la conceiitnade glicerol presente en el medio de
congelacion con el dafio acrosomal presentado desi@lifproceso, es decir entre mayor es
la concentracion de glicerol mayor es el dafio armas™”. Recientemente se ha reportado
gue existe una relacion entre la integridad deHayTa del acrosoma en el espermatozoide
criopreservado del bovirfgh 57

La reduccion de la fertilidad asociado al semergetado ha sido atribuida en gran parte a
la alteracion en la estructura y funcion de las bramas durante los procesos de
refrigeracién, congelacion y descongelacith Sin embargo esta reduccién podria estar
relacionada con un efecto téxico del glicerol sdar€P.

Por lo que este trabajo se realizara para estabde@xiste un efecto téxico del glicerol

sobre la sTP del espermatozoide de cerdo.



7. Hipdtesis
Si la TP del espermatozoide de cerdo es expuestgicarol esta sufrira alteraciones

morfologicas.



8. Objetivo General

Evaluar el efecto de diferentes concentracionegliderol sobre la integridad de la TP del

espermatozoide de cerdo.

9. Objetivos Especificos

Evaluar el efecto de la adicion de 2% y 4% de ghiceobre la TP del espermatozoide de
cerdo con y sin inhibidores de proteasas.
Evaluar la TP en los espermatozoides de cerdo sleliferentes tratamientos (2%, 4%,

4%I/1P,, 4/1P, y control).



10. Material y Métodos

Disefio experimental (figura 3).

Los eyaculados fueron obtenidos de tres machos reproductores (2 afios aproximadamente
de edad) pertenecientes al Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccion
Porcina (CEEIPP) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, el cual esta ubicado

en el Km. 2 de la carretera Jilotepec-Corrales colonia la Dalia en Jilotepec, Edo. México.

10.1 Recoleccion del semen

Para colectar el semen se empled la técnica de la mano enguantada. Solo se colecto la
fraccion rica en espermatozoides la cual fue filtrada a través de una gasa estéril. Una vez
que se obtuvo el eyaculado se midié el volumen con base en el peso (1Kg. = 1l) y se
procedid a su dilucién a una proporcion 1:1 con un producto comercial (IMV USA870 XT

~R).

10.2 Transporte

Para el transporte de los eyaculados al laboratorio del Departamento de Morfologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM se utilizé una caja térmica de

poliuretano, la temperatura se monitoreo constantemente para mantenerla a 23° C.
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10.3 Evaluacion seminal

A su llegada al laboratorio $evo a cabo la evaluacion del semen. La motilidad espermatica

que se evalu6 tomando alicuotas de semen y se colocaron sobre un portaobjetos a 37° C y
se observaron al microscopio de luz, con el objetivo de 40 x.

Las muestras que no cumplieron con los parametros establecidos de motilidad del 80 % y
menos del 15 % de anormalidades morfolégicas fueron desechadas. La evaluacion del
porcentaje de anormalidades morfoldgicas (alteraciones en cabeza, alteraciones en cola y
gota citoplasmatica), se evalué durante el conteo celular.

Para la valoracion del porcentaje de espermatozoides vivos y muertos se realizaron frotis y
se tifieron con eosina-nigrosina, (tincion de sobrevivencia), para calcular la concentracion
espermatica, se tomaron alicuotas de 25 ul de semen, las cuales fueron colocadas en 500 pl
de solucién de triton X-100 al 0.1 % y para conocer la concentracion espermatica se uso la
camara de Neubauer de la siguiente forma: El conteo celular se efectu6 de cinco de los
recuadros de la cdmara de Neubauer (los 4 de las esquinas y el del centro) y se aplicé la
siguiente formula: N° células x FD X 10,000 x 5. Donde N° es el numero de células
contadas de los 5 cuadros, FD es el factor de dilucion, 10,000 que esta dado por la
dimensién de la cdmara y 5 el nimero de cuadros contados, los resultados se expresaron en

millones de células por ml.
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10.4 Exposicion de la TP y tratamiento con glicerol

Para exponer la TP las muestras fueron adicionadas con el detergente neutro Brij 36-T
(1.2% concentracion final) y se dejaron incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.
Enseguida las muestras se centrifugaron y lavaron tres veces con agua destilada filtrada por
centrifugacion-resuspension. Las muestras fueron resuspendidas en NaCl 154mM a su
concentracion inicial, una muestra de alicuota fue fijada con el fijador karnovsky para su
observacion al microscopio electronico de transmision (MET). El resto de los
espermatozoides con TP expuesta fueron divididos en 5 muestras: una fue usada como
control (NaCl), dos mas fueron adicionadas con glicerol (2% y 4% respectivamente) y dos
ademas del glicerol fueron adicionadas con inhibidores de proteasas (20 ul leupeptinas y 80
pl de un coctel de inhibidores).

Las muestras fueron incubadas a 37° C y a los 10 y 30 minutos de incubacion muestras de

alicuotas fueron fijadas en karnovsky para su evaluacion al MET.

10.5 Microscopia Electronica de Transmision (MET)

Para su observacion al MET las muestras fueron procesadas por la tincion negativa (tincion
de contraste). Alicuotas de las muestras fueron colocadas en rejillas de cobre de 300 mesh
cubiertas con membrana de colodidén-carbdn, dejandose incubar por diez minutos para su
adsorcion, pasado este tiempo se retiro el exceso de las muestras con la punta de un papel
filtro, las células se tifieron con acido fosfotungstico al 0.01/ de 1.5 a 3 minutos o bien con
acetato de uranilo por 12 segundos, pasando este tiempo las muestras se lavaron con agua

destilada filtrada y se dejaron secar.
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Para su valoracion ultraestructural de las muestras se utilizdé el microscopio electrénico de
transmision Zeiss M9, de la Unidad de Microscopia Electrénica del Departamento de
Patologia de la FMVZ de la UNAM. De cada tratamiento se evaluaron 50 espermatozoides
los cuales se observaron y evaluaron al azar.

Para la valoracion de la TP se utiliz6 como marcador morfolégico la integridad de la
subestructura de la hoja postacrosomal de la TP. La cual fue clasificada en sTP intacta, sTP
alterada o sTP auserit®.

Andlisis Estadistico.El nimero de espermatozoides se analizé por medio de la prueba de
andlisis de varianza y la prueba de Tukey. Se realizaron comparaciones de las muestras de
los eyaculados controles con los eyaculados que contengan los distintos tratamientos (2% y

4% de glicerol, inhibidores de proteasas leupeptina y un coctel de inhibidores).
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11. Resultados

La observacion de los espermatozoides después del tratamiento con el detergente Brij 36—T
(1.2%) mostro6 la TP integra, la cual presentd una subestructura bien definida por debajo de
la region ecuatorial de la cabeza espermatica en forma de eslabones de cadena, rodeando a
la misma a manera de cinturén y sin pérdida de contin(itlad

Por otra parte, al evaluar la TP de las muestras control el 78% de los espermatozoides
presentaron la subestructura integra (figura 4.A); a los 10 y 30 minutos los espermatozoides
tratados con Brij, para exponer la TP, e incubados con glicerol al 2% presentaron el 6% y
3.33% de subestructura integra, respectivamente; mientras que los espermatozoides con
glicerol al 4% a los mismos tiempos presentaron el 8% y 6%, respectivamente de
subestructuras intactas. En las muestras adicionadas con leupeptina o el coctel de
inhibidores de proteasas en presencia de glicerol (4%), a los 30 minutos de incubacion
presentaron 6.67% y 4% de subestructuras intactas, respectivamente (grafica 1).

En cuanto al porcentaje de alteraciones en la sTP (Figura 4.B), los espermatozoides control
presentaron 21.33% de alteracion mientras que solo en 0.67% estuvo ausente (Figura 4.C).
Los espermatozoides tratados con glicerol al 2 y 4% a 10 y 30 minutos presentaron 36%,
46.67%, asi como 46.67% y 50% de alteracion en la sTP, respectivamente (grafica 2). Por
otra parte el 47.33% y 60.67% de espermatozoides tratados por 10 y 30 minutos con
glicerol al 2% mostraron ausencia de la sTP, respectivamente; mientras que los
espermatozoides tratados con glicerol al 4% a los mismos tiempos mostraron el 42% y
47.33% de sTP ausente, respectivamente. Las muestras tratadas con glicerol y adicionadas
con leupeptina o con el coctel de inhibidores de proteasas presentaron el 62% y 72% de

alteracion, también respectivamente y 31.33% y 24% de sTP ausente, respectivamente

16



(grafica 3). Los resultados obtenidos de los grupos con glicerol a 10 minutos no presentaron
diferencia significativa (P <0.05), con respecto a todos los grupo a 30 minutos, por lo que

estos resultados no se ven en la tabla, ni en las graficas (cuadro 1).

Cuadro 1. Valoracion de la integridad de la sTP en cada tratamiento

tratamiento Control 2% G30 4% G30 MPAG IR/4%G
Integra  [78.0+4.2 [333+1.6 [6.0+472 6.67+6.0 [4.00+3.5
Alterada [21.33+4.8 [36.0+12.8° [46.67+21.7 |62.0+15.7 [72.0+11.0
Ausente [0.67+1.6 [60.67+13.8 [47.33+24.5° [31.33+204[24.0+11.6
Se presentan las medias * la desviacion estandar de cada grupo, los valores por linea no

conectados por la misma letra indican diferencia significativa (P<0.05).

Estadisticamente existido una diferencia significativa ((P05) en todas las muestras con

respecto al control, no asi entre ellas.

Integridad de sTP en cada tratamiento
100
'% 78*
3 80
S 60
)
£ 40
(]
S | e ] —
Control 2% glicerol 4% glicerol IP»/4% IP1/4%
glicerol glicerol
Tratamientos

Grafica 1. Muestra los porcentajes de integridad de la subestructura de la TP en los espermatozoides tratados con glicerol
(2% y 4%), con glicerol mas inhibidores de proteasas (R 1P./4% G) y el control.
* Presenta diferencia significativa con los demas grupos (P <0.05).
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Alteracion de sTP en cada tratamiento

80 72

70 62 _
60 46.67
40
30
20
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w

*

% de alteraciéon

Control 2% glicerol 4% glicerol 1P,/4% IP1/4%
glicerol glicerol

Tratamientos

Grafica 2. Muestra los porcentajes de alteracion de la subestructura de la TP en los espermatozoides tratados con glicerol (2% y
4%), con glicerol mas inhibidores de proteasas (IR IP,/4% G) y el control.
*No presentan diferencia significativa entre ellos (P <0.05).

Ausencia de sTP en cada tratamiento
70 60.67
© 60
5 47.
8 50 33
(0] 40 Lo Y Il Yo}
n oL.00
24
g 30
% 20
XX 10 0.67*
© O . T T
Control 2% glicerol 4% glicerol IP,/4% IP1/4%
glicerol glicerol
Tratamientos

Grafica 3 Muestra los porcentajes de ausencia de la subestructura de la TP en los espermatozoides tratados con glicerol (2% y
4%), con glicerol mas inhibidores de proteasas (IR 1P/4% G) y el control.
* Presenta diferencia significativa con los demas grupos (P <0.05).
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Figura 4. Micrografia electronica de espermatozoides de cerdo con TP expuesta. 4. A) cabeza espermatica con la sTP integra donde se puede apreciar la continuidad en la

morfologia de la misma que se presenta como una serie pequefias zonas menos electrodensas y que da una apariencia de eslabones de cadena, las flechas indican dicho
eslabones. En el angulo superior derecho un acercamiento de dicha sTP. 4. B) cabeza espermatica con la sTP alterada nétese que las flechas negras indican los diferentes
grados de alteracién en la morfologia de la misma, estas alteraciones son mas aparentes en las zonas central y en el vértice del lado derecho de la sTP, las flechas en el
recuadro superior derecho indican las zonas menos electrodensas en apariencia de eslabones de cadena. 4. C) cabeza espermatica con la sTP ausente, nétese que en es
micrografica las flechas negras indican con claridad el surco que corre de vértice a vértice en la region ecuatorial de la cabeza espermatica donde debié presentarse la sTP, en

el recuadro de la parte superior derecha las flechas indican con mayor claridad las zonas donde debi6 presentarse la sTP, nétese también que el surco se observa mejor
definido. PA vaina postacrosomal. SA, hoja subacrosomal. En las tres micrografias se observa el cuello de los espermatozoides
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12. Discusion

En el presente trabajo encontramos que la integridad de la STP en el espermatozoide de
cerdo se vio afectada por las distintas concentraciones de glicerol empleadas (2 y 4%). Los
resultados sugieren que a mayor concentracion de glicerol, existird un mayor porcentaje de
alteracion en la sTP de la cabeza espermatica. La adicion de inhibidores de proteasas a las
muestras de los grupos experimentales, independientemente de la concentracion de glicerol
empleada, no fue suficiente para evitar los dafios en la sTP, esto sugiere que glicerol afecta
directamente a la sTP. La TP es el principal elemento citoesqueletico de la cabeza del
espermatozoide de los mamiferos, como en el espermatozoide de cobayo donde se
identifico una subestructura de la TP, la cual esta constituida por actina F.

Existen trabajos previos que indican que la actividad proteolitica puede provocar la
degradacién de los elementos del citoesquelétd Estudios realizados en el
espermatozoide de cobayo empleando el mismo coctel de inhibidores de proteasas
utilizado en este trabajo mostraron la disminucion del dafio sobre la sTP en las células
incubadas bajo condiciones destestabilizantes de la misma; en el mismo trabajo se reporta
que la adicién de TLCK o benzamidina fue suficiente para mantener la morfologia de la
sTP sin ninguna alteracién, ambos inhiben de proteasas tipo trfp8in&l coctel de
inhibidores empleados en ambos estudios ademas de inhibir a serinproteasas (tripsina y
quimiotripsina), actdan inhibiendo metaloproteasas (pronasa y termolisina) vy
cisteinproteasas (papaina), mientras que leupeptina inhibe serinproteasas (tripsina,
quimiotripsina, trombina y plasmina) y cisteinproteasas (papaina y catepsina B). Lo
anterior puede sugerir que el dafio presentado en la sTP de la cabeza esperméatica fue

provocado directamente por el glicerol, no se descarta la posibilidad de que las alteraciones
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observadas pudieron deberse a otro tipo de proteasa que los inhibidores utilizados en este
trabajo no fueron capaces de inhibir o a la activacién de otro tipo de prét8inas

Estudios previos, han sefalado que el glicerol afecta a los espermatozoides independiente
del dafio osmatico. Una teoria es que el dafio surge de la conversion del glicerol a un
compuesto toxico llamado metilglioxal, via un mecanismo no enzimético y alterno de la
glucélisis®?. Sin embargo, en el espermatozoide de cerdo no ha sido detectada la actividad
de la glicerol cinasa, enzima necesaria para que el espermatozoide pueda metabolizar el
glicerol por la via glucolitic®?. Por lo que podemos sugerir, que el dafio presentado en la
sTP del espermatozoide de cerdo se deba a los efectos téxicos del glicerol, en este trabajo el
modelo utilizado fue el de espermatozoides sin membranas y aparentemente sin actividad
metabdlica. Por lo que, si bien el glicerol es un crioprotector permeable que ejerce una
accion protectora al evitar la formacion de cristales de hielo dentro de la célula espermatica
y disminuyendo el punto de congelac{&h su toxicidad para el espermatozoide de cerdo

y otras especies ha sido ampliamente repoffada 2° 28 7 52Keates, 198, realiz6
estudiosn vitro y evalud la accién del glicerol sobre la tubulina y proteinas asociadas a las
misma, encontrando que altera la polimerizacién y despolimerizacion de los microtubulos,
lo que se reflejé en alteraciones del citoesqueleto. A su vez Maegakz (1977)%® y
Hammerstetd y Graham, (1992% demostraron que el glicerol provoca efectos dafinos
sobre el acrosoma, pieza media y membrana citoplasmatica; sin embargo, aunque existen
evidencias de la alteracion del citoesqueleto, no existen reportes en relacién a los posibles
efectos directos del glicerol sobre la sTP del espermatozoide del cerdo.

Por otra parte, los resultados obtenidos en este trabajo pueden estar relacionados con los
hallazgos previos de Fisat al., (1993) !9 quienes reportaron que diluyentes para

congelacion de espermatozoides de cerdo, conteniendo concentraciones de glicerol al 2, 4 y
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6 %, tuvieron una influencia negativa sobre la integridad acrosomal, siendo mas
significativa a una concentracién del 6%. Anteriormente Almlid y Johnson, 9888
evaluando la integridad del acrosoma, de la membrana y el porcentaje de motilidad en
concentraciones de glicerol del 2 al 6%, ellos informaron un mayor dafio del acrosoma y
menor motilidad con concentraciones del 5 al 6%, aunque con cierto grado de
mantenimiento en la integridad de la membrana plasmatica. Si como lo sugieren nuestros
resultados, la toxicidad del glicerol tiene un efecto sobre la teca perinuclear, los cambios
ultraestructurales en la sTP pueden influir negativamente en las funciones de la misma,
como son entre otras, el mantenimiento del acrosoma, por lo que al alterarse o perderse
esta estructura se provoque la alteracion del mismo. Adicionalmente, ya que el
citoesqueleto participa en procesos de sefializacion, modificaciones en el mismo pueden
alterar la respuesta celular a los estimulos externos, cambiar el balance bioenergético,
incrementar la permeabilidad de la membrana para los foiy afecta la distribucién en

los dominios de la membrana plasmatica.

Finalmente la descripcién de la sTP integra, concuerda con lo referido por Gutiérrez-Pérez,
2006®® y Arancibia-Salinas, 2005

Este es el primer estudio donde se reporta que el glicerol afecta el citoesqueleto de la
cabeza del espermatozoide del cerdo, especificamente la sTP. Diferentes experimentos
deberan ser disefiados para tratar de esclarecer la forma en que lo hace y con ello tratar de

minimizar sus efectos en el espermatozoide criopreservado.
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13. Conclusion

Se observaron efectos téxicos del glicerol al 24ysbbre la sTP de la cabeza espermatica
en relacion al marcador morfoldgico (integridadercion y ausencia de la sTP).

Los efectos téxicos del glicerol fueron directaneeptoporcionales a la concentracion
utilizada.

Los efectos téxicos del glicerol no pudieron sent@restados por los inhibidores

utilizados, en cuanto al dafio en la sTP.
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