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RESUMEN

Como es sabido el semen porcino es mas sensible a los procesos de congelado-
descongelado por la toxicidad que presenta el glicerol.

El objetivo de este estudio fue mejorar la viabilidad del semen porcino después del
proceso de congelacion —descongelacion a través de la introduccién de trehalosa en el
citoplasma del semen porcino por la formacion de poros por la toxina de estreptolisina -O
(SLO). Primero, las células fueron expuestas a diferentes concentraciones de SLO (0.2
U/ml, 0.6 U/ml, 1 U/mly 5 U/ml) para determinar la concentracién de SLO que permitiera
permeabilizar y retener la viabilidad del esperma. Las células tratadas con la
concentracion de 0.6 U/ml de SLO mostraron el mejor porcentaje de integridad de
membrana (57.44%z 2.26). Ademas de que el porcentaje de espermatozoides vivos con
acrosoma integro valorado por la prueba hipoosmoética - Azul brillante de Coomassie fue
mayor en las células tratadas con 0.6 U/ml de SLO (63.72% + 1.75), por lo tanto esta
concentracion de SLO fue seleccionada para introducir la trehalosa (100 mM y 200 mM)
en las muestras espermaticas a ser criopreservadas. Después del descongelamiento de la
muestra el tratamiento de trehalosa 100 mM mostré 40.61 +3.08% de espermas con
acrosoma integro, mientras el control de muestras (tratadas con glicerol 3% para esta
criopreservacion) solo 13.61+3.08% (P<0.05). Sin embargo no hubo diferencias (P>0.05)
entre el tratamiento de 100 mM de trehalosa (7.83+£0.76) y el control (9.89+0.76) cuando
los espermas vivos con acrosoma integro fueron evaluados. A pesar del dltimo resultado
la presencia de trehalosa dentro del esperma porcino criopreservado permite conservar
vivo el esperma, es decir, las células que sobrevivieron fueron las permeabilizadas
(8.51%). En conclusion, la presencia de trehalosa (100 mM) en el citoplasma del
espermatozoide de cerdo, incremento la integridad del acrosoma después del proceso de

congelacion — descongelacion y mantuvo la viabilidad.

Palabras clave: trehalosa, estreptolisina O, congelado- descongelado, viabilidad,
acrosoma.



ABSTRACT

As it is known boar semen is more sensitive to the frozen-thawed process because
the toxicity that present the glycerol. The aim of this study was to improve the boar semen
viability after the frozen — thawed process, this through the trehalose introduction in the
cytoplasm of the boar sperm by the formation of pores by the streptolysin—O (SLO) toxin.
First, the cells were exposed to different concentrations of SLO (0.2 U/ml, 0.6 U/ml, 1U/ml
and 5U /ml) to determinate the SLO concentration that allowed to permeable and to
retained the sperm viability. The cells treated with 0.6 U/ml concentration of SLO showed
the best membrane integrity percent (57.44% * 2.26). Besides, the percentage of living
sperm with whole acrosome, valued by the hyposmotic-Coomassie brilliant blue test, was
higher in the cells treated with 0.6 U/ml SLO (63.72 % % 1.75); therefore this SLO
concentration was selected to introduce the trehalose (100 mM y 200 mM) in the
spermatic samples to be cryopreserved. After the sample thawing, the treatment with 100
mM trehalose showed 40.61+3.08% the sperm with whole acrosome, while the control
samples (treated with 3% glycerol for its cryopreservation) only 13.61£3.08% (P<0.05).
However, there were not differences (P>0.05) between 100 mM trehalose treatment
(7.83+0.76) and the control (9.89+0.76) when the living sperm with whole acrosome where
evaluated. In spite of the last result, the presences of trehalose inside of the cryopreserved
boar sperm allowed to conserve alive the sperm; that is the cells that survived were the
permeabilised (8.51%). In conclusion the presence of trehalose (100 mM) in the cytoplasm
of the boar sperm, increased the acrosome integrity after to the frozen-thawed process to

process and maintained the viability.

Keywords: trehalose, estreptolysin O, frozen- thawed, viability, acrosome
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, la criopreservacion es el Unico procedimiento que existe para
conservar a los espermatozoides durante largos periodos de tiempo, incluso por tiempo
ilimitado (Hernandez, 2007). Sin embargo, la utilizacién de semen congelado de cerdo es
aun reducida, asi menos de 1% del total de las inseminaciones artificiales son realizadas
con semen congelado (Johnson et al., 2000), la razén es debida a la baja supervivencia
espermatica (30 — 40%) y a una fertilidad menor, comparada con la que se ha obtenido
con la utilizacion de semen fresco (Cordova et al., 2005).

A pesar de esto, el uso de semen congelado presenta ciertas ventajas en
comparacion con el uso del semen fresco como por ejemplo: a) el establecimiento de
bancos de semen, que permitan garantizar la disponibilidad del material germinal en el
momento que se requiera; b) disponer de material germinal de machos probados
genéticamente, aun cuando el animal ya no exista; c¢), asi como superar las limitaciones
de tiempo de viabilidad del semen fresco diluido (Cérdova et al., 2005; Hernandez, 2007;
Grobfeld et al., 2008).

El semen de cerdo a diferencia de otras especies, se caracteriza por ser producido
en grandes volumenes ademas de presentar una mayor sensibilidad al cambio brusco de
temperatura (Johnson et al., 2000; Watson, 1995). Esta sensibilidad ha sido relacionada
con la composicién fosfolipidica de la membrana plasmatica del espermatozoide (Watson,
1995).

Debido a lo anterior, en los Ultimos afios se han desarrollado diversos protocolos
para la congelacion de semen de cerdo que combinan distintos tipos de diluyentes,
crioptotectores, tasas de enfriado o condiciones del proceso de congelacién y
descongelacion (Johnson et al., 2000). Sin embargo, a pesar de estos esfuerzos, no ha
sido posible abatir la baja fertilidad caracteristica del semen de cerdo descongelado,
causada posiblemente por una combinacion de efectos en la fisiologia y morfologia de
los espermatozoides durante el proceso de congelacion y descongelacion (Medrano y
Holt, 1998).

Un diluyente de congelacion generalmente incluye un crioprotector no permeable

(como yema de huevo o leche), un crioprotector permeable (glicerol, etilenglicol o dimetil



sulféxido), una sustancia amortiguadora (TRIS, tris-hidroximetil aminometano), uno o mas
azucares (glucosa, lactosa, rafinosa, sacarosa o trehalosa) y antibidticos (penicilina,
estreptomicina) (Barbas y Mascarenhas, 2009). Siendo el glicerol el crioprotector de
eleccion en la mayoria de las especies, sin embargo se ha demostrado que presenta un
efecto toxico si la concentracién excede del 6%. Debido a esto en el proceso de
criopreservacion de semen de cerdo el porcentaje de inclusion en el diluyente de
congelacién no debe exceder del 3% (Watson, 1995; Holt, 2000; Gutiérrez, 2009).

En la actualidad se han realizado diversos estudios en los que se ha demostrado
que la trehalosa tiene un efecto crioprotector intracelular importante en diferentes tipos
celulares; ya que provee estabilizacion a la membrana plasmatica y proteinas (Chen et al.,
2001; Wolkers et al., 2001; Eroglu et al., 2002; Eroglu et al., 2003; Elliot et al., 2006;
Sitaula et al., 2009).

Estas propiedades de la trehalosa como un crioprotector intracelular, abre la
posibilidad de estudiar sus efectos en el proceso de congelacion — descongelacion en el

semen de cerdo.



2. ANTECEDENTES

2.1 Morfologia espermética externa.

La morfologia espermatica es uno de los parametros evaluados en los analisis
seminales rutinarios de los eyaculados de machos reproductores. Los espermatozoides
de mamiferos estan formados basicamente por tres zonas con distintas funciones: La
cabeza, la pieza de conexién o cuello y el flagelo. Este Ultimo a su vez esta dividido en
tres piezas: Pieza intermedia o mitocondrial, pieza principal y pieza terminal. En la Figura
1 se presenta un esquema y la descripcion general de las partes que conforman un

espermatozoide (Fouquet y Kann; 1994; Bonet et al., 2000).

2.1.1 Cabeza
En la cabeza se distinguen las siguientes estructuras:

Acrosoma, es una vesicula secretora, delimitada por una membrana interna y
externa (Abou-Haila y Tulsiani, 2000), la cual se dispone sobre el nicleo en forma de
capuchén y cubre un 80% de la longitud del nicleo (Bonet et al., 2000). Esta parte de la
cabeza que contiene al acrosoma es conocida como la regién acrosémica. y se divide en
tres segmentos: a) apical, b) principal y c) ecuatorial (Bonet et al., 2000; Pesch y
Bergman, 2006).

El contenido acrosomal estad formando por enzimas hidroliticas como acrosina,
hialuronidasa, asi como hidrolasas y esterasas, las cuales son necesarias para la
penetracion de las células de la corona radiada y la lisis de la zona pelacida (Pesch 'y
Bergmann, 2006). La biogénesis del acrosoma involucra mdultiples fases durante la
espermiogénesis en las que se incluye el trafico vesicular y migracion de organelos. La
primera fase de formacion del acrosoma es conocido como la fase de Golgi, la cual esta
marcada por la fusion de multiples granulos proacrosémicos dentro de un simple granulo
acrosomal que se adhiere al nacleo de la célula (Abou-Haila y Tulsiani, 2000; Moreno et
al., 2006). La segunda fase se denomina fase de capuchon, en la cual el granulo esférico
proacrosémico es alargado por la adicién de nuevas vesiculas provenientes del aparato
de Golgi, formandose la vesicula acrosomal (Abou-Haila y Tulsiani, 2000). Esta nueva

vesicula se va extendiendo y aplanando sobre la superficie del ndcleo y esto ocurre



concomitantemente con la migracion del aparto de Golgi al polo opuesto de la célula
(Moreno et al., 2006). Durante la tercera fase denominada acrosomal, el nucleo de la
espermatida inicia la elongacién; pero la forma del acrosoma se alcanza al final de la
maduracion espermatica, ya que condensacion del acrosoma y modificaciones
intraacrosomales de algunos antigenos son reportados después de la espermiacién
(Abou-Haila y Tulsiani, 2000). Mucho del citoplasma y organelos son desechados en el
cuerpo residual, que es fagocitado y digerido por la células de Sertolli (Moreno et al.,
2006). En algunos estudios, de tipo bioquimico y estructural, se provee evidencia de la
participacion de los dominios citoesqueléticos, donde participa la actina, calmodulinay la
a — espectrina, en la organizacién del acrosoma. Moreno et al (2006), en un estudio
realizado en espermatozoide de raton demostré la evidencia de que los microtibulos son

necesarios para llevar a cabo una biogénesis normal del acrosoma.

El nicleo del espermatozoide de mamifero se encuentra rodeado por una densa
capa, la teca perinuclear (TP), también llamada sustancia perinuclear o matriz perinuclar,
(Fouguet y Kann, 1994; Barrientos, 2008). Esta es una capsula fibrosa que se encuentra
a manera de un casco, rodeando casi totalmente el nucleo, excepto en el sitio de
insercion del flagelo. Su estructura ha sido dividida en dos regiones continuas
estructuralmente: la subacrosomal, que se ubica intercalada entre la membrana
acrosomal interna y la envoltura nuclear, y la postacrosomal, que se extiende distalmente
desde el segmento ecuatorial entre la membarana plasmética y la envoltura nuclear
formando una especie de copa o caliz. Entre ambas regiones se localiza la llamada
subestructura de la TP, la cual forma una especie de cintur6n que se ubica en la regién

ecuatorial espermatica (Martinez et al., 2006; Barrientos, 2009; Felipe, 2009).

Entre algunas de las funciones atribuibles a la TP se encuentran las siguientes:
Dar forma a la cabeza del espermatozoide, servir como cemento para mantener unidas a
la membrana acrosomal interna con la envoltura nuclear, mantener dominios de
membrana y proteger al nicleo de agentes descondensantes. Durante la motilidad es la
encargada de brindar la direccionalidad al espermatozoide, ademds, participa en los
procesos de fusidn con el 6vulo y la descondensacion espermatica una vez que ocurre la

fertilizacién (Felipe, 2009).

Nucleo, contiene la cromatina altamente condensada (Bonet et al., 2000), su

forma es especie - especifica y usualmente es aplanada. En el microscopio electronico



de transmisién, se observa muy electrodenso, debido a que la cromatina se encuentra

altamente compactada por las protaminas (Peshy Bergmann, 2006).

2.1.2 Pieza de conexién (cuello).

Es la region que une la cabeza del espermatozoide al flagelo, va desde la base del
ndcleo hasta la primera mitocondria de la pieza intermedia (Fouquet y Kann, 1994; Bonet
et al., 2000). En esta regién se distinguen:

La placa basal, ubicada en la base del nucleo, y se extiende unos 0.6 um a lo
largo, adherida a la membrana externa de la membrana nuclear (Bonet et al., 2000). Esta
estructura junto con el capitulum, y la fosa de implantacion proveen la unién de la cabeza
al flagelo (Fawcett, 1975; Bonet et al., 2000). Por debajo del capitulum, se encuentra un
centriolo proximal, un remanente del centrosoma bi-centriolar encontrado en la etapas
tempranas de las células espermatogénicas haploides (Sutovsky y Manandar, 2006).

Las columnas segmentadas, estdn compuestas de material fibroso, presentan una
forma cilindrica, parten de los extremos del capitulum y se contintan con las fibras densas
de la pieza intermedia englobando el axonema (Bonet et al., 2000). El cuerpo basal, sirve
como punto de nucleacion para el crecimiento de los microtibulos del axonema (Bonet et
al., 2000). El cuerpo basal se deriva de un centriolo a través de un proceso en gran parte
desconocido, presenta una configuracion de nueve tripletes de microtibulos,formando un
cilindro hueco, el cual se encuentra constituido principalmente por af- tubulina (Dirksen,
1991; Hoyer - Fender, 2010).



2.1.3 Flagelo.
2.1.3.1 Pieza intermedia (mitocondrial)

La pieza intermedia de la cola del espermatozoide constituye la porcion mas ancha
del flagelo se extiende desde la parte distal de la pieza de conexion hasta el annulus
(anillo de Jensen), el cual marca el limite entre la pieza intermedia y la pieza principal, ya
que se encuentra en contacto con la Ultima mitocondria de la vaina mitocondrial (Bonet et
al., 2000). La importancia de esta estructura es prevenir un desplazamiento caudal de las
mitocondrias durante el movimiento del flagelar (Pesch y Bergmann, 2006). Dentro de la
pieza intermedia se distinguen las siguientes estructuras principales:

Axonema, es la estructura central de la maquinaria motriz del flagelo del
espermatozoide. Se encuentra constituido por nueve dobletes de microtlbulos, los cuales
se encuentran alineados en un circulo rodeando a un par central (Fouquet y Kann, 1994;
Alberts et al., 2002). Cada doblete de microtubulos se encuentra unido por medio de
brazos de dineina, nexina y al par central por medio de proteinas radiales (Gagnon y
Lamirande, 2006; Sutovsky y Manandhar, 2006). La tubulina a y B son los principales
constituyentes de los microtibulos, siendo importantes para la estructura flagelar y
motilidad (Gagnon y Lamirande, 2006).

El axonema se encuentra rodeado por las fibras densas externas, que son,
estructuras citoesqueléticas filamentosas, que se encuentran constituidas por nueve
columnas. Se extienden a lo largo de la pieza intermedia y del primer tercio de la pieza
principal (Bonet et al., 2000). Dentro de sus funciones se encuentra: 1) proteger al
espermatozoide del dafo las fuerzas ocurridas bajo condiciones fisiol6gicas como la
eyaculacion, 2) optimizar la conversidén de energia para la motilidad del flagelo (Villegas et
al., 1998; Henkel et al., 2005). Por fuera de estas fibras densas se encuentra la vaina
mitocondrial, ubicada por debajo de la membrana plasmatica y esta formada por
diversas mitocondrias, dispuestas una tras otra de manera helicoidal alrededor del
axonema (Bonet et al., 2000). Las mitocondrias son el generador de energia, usada para
la motilidad de los espermatozoides, ya que estas proveen el suficiente abastecimiento de
adenosin trifosfato (ATP) obtenido por medio de la fosforilacion oxidativa (Kao et al.,
2004; Pesch y Bergmann, 2006).



2.1.3.2 Pieza principal.

La pieza principal es el segmento mas largo de la cola de espermatozoide, se
extiende desde el anillo de Jensen hasta el extremo proximal de la pieza terminal.
Contiene principalmente a la vaina fibrosa, la cual es una estructura citoesquelética,
ubicada entre la membrana plasmatica y las fibras densas que rodean el axonema en la
pieza principal del flagelo del espermatozoide (Bonet et al., 2000). Se encuentra
compuesta por dos columnas longitudinales unidas a los dobletes del axonema tres y
ocho. Esta estructura altamente organizada es la responsable de la motilidad de forma
ondulante especifica del flagelo espermatico. Se dispone entre la membrana plasmatica y
las fibras densas (Escalier y Albert 2005).

2.1.3.3 Pieza terminal.

La pieza terminal es el Ultimo y mas corto segmento de la cola del espermatozoide
Unicamente se encuentra formada por el axonema envuelto por la membrana plasmatica
(Bonet et al., 2000).
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Esquemal. Representacion de secciones longitudinales a nivel de la cabeza, cuello y cola del
espermatozoide de cerdo (Bonnet, 2000)

A.

Cabeza: segmento apical y principal de laregion acrosémica (ESA, espacio subacrsémico; MF, material
fibroso perinuclear; N, ndcleo, P, plasmalema, SA, segmento apical de la vesicula acrosémica; SP,
segmento principal de la vesicula acrosémica).

Cabeza: segmento ecuatorial de la region acrosémica (LD, lamina densa postacrosémica MF, material
fibroso perinuclear N, nicleo; P, plasmalema; SE, segmento ecuatorial de la vesicula acrosémica).

Cabeza: regi6n postactrosémica. Pieza de conexion o cuello (C, capitulum; CB, cuerpo basal; CL,
cuerpos laminares; CS, columnas segmentadas; LD,lamina dense postacrosémica; MF, material fibroso
perinuclear; N, nulceo ; P, plasmalema; PB, placa basal.

Cola: pieza intermedia o regién mitocondrial (A, axonema ; BM, vaina mitocondrial; FD, fibras densas,
P, plasmalema.

Cola: region distal de la pieza principal ( A, axonema; BF, vaina fibrosa; P, plasmalema)



2.2 Membrana plasmatica del espermatozoide.

La membrana plasmatica rodea al espermatozoide en su totalidad manteniendo
unidos sus componentes intracelulares y debido a sus caracteristicas semipermeables
mantiene el gradiente quimico de iones y otros componentes solubles (Silva y Gadella,
2006). (De acuerdo con el modelo del “mosaico fluido”, la membranas espermaticas estan
compuestas por moléculas lipidicas, proteinas y carbohidratos (Coérdova et al., 2001).

La estructura basica de las membranas biol6gicas esta determinada por una
bicapa lipidica, pero la mayoria de sus funciones estan desempefiadas por las proteinas,
por ejemplo, actuando como receptores a sefiales externas, transporte de moléculas,
catalizando reacciones como la sintesis de ATP (Alberts et al., 2002), o su asociacion a
lipidos especificos o al citoesqueleto para restringir su movimiento y formar dominios en
la superficie de las células Nolan y Hammerstedt, 1997).

El mayor componente estructural de la membrana plasmética son los fosfolipidos,
se encuentran en un porcentaje del 65 — 70% (Holt, 2000). Son moléculas anfipaticas
compuestas por una cabeza hidrofilica y dos cadenas hidrofébicas de acidos grasos.
Esta naturaleza anfipatica de los fosfolipidos explica la formacion de las bicapas (Nolan y
Hammerstedt, 1997).

En otros tipos de células incluyendo el espermatozoide, la distribucion de los lipidos
dentro de la bicapa lipidica es asimétrica. Tanto la fosfatidilcolina (PC) y esfingomielina
(SM) predominan en la membrana externa, mientras que la fosfatidiletanolamina (PE) y
fosfatidilserina (PS) lo hacen en el membrana interna del espermatozoide (Flesch y
Gadella, 2000). El principal é&cido graso presente en los fosfolipidos de los
espermatozoides de mamiferos, es el acido docohexandico (22:6) (Parks y Lynch, 1992;
Flesch y Gadella, 2000; Cérdova et al., 2001), cuya presencia es mas del 60% en cerdo,
mientras que en el caso del espermatozoide de bovino y gallo se encuentran en un
rango del 30 — 40% (Cordova et al., 2001). Por lo que la presencia elevada de este acido
graso, confiere mayor fluidez e inestabilidad a la membrana, motivo por el cual los
espermatozoides de cerdo son mas sensibles a las bajas temperaturas (Holt, 2000). Otra
diferencia notable en cuanto a la composiciéon lipidica de las membranas, entre el
espermatozoide de cerdo y bovino son el bajo porcentaje de fosfatidilcolina y alto de

fosfatidiletanolamina y esfingomielina en el cerdo (Johnson et al., 2000).



Por otra parte, en el rango de temperatura de 5, - 10 y — 20°C, los lipidos de la
membrana plasmatica responden a los cambios de temperatura con alteraciones en su
fase de estado fisico, pasando de un estado liquido a gel, en un proceso denominado
“fase de transicion” (Holt, 2000).

Otro factor que influye en el comportamiento termotropico de las membranas es el
porcentaje de colesterol. Esta molécula, también presenta un comportamiento anfipatico
en ambas monocapas de la membrana; la cabeza del grupo hidroxilo es la parte hidrofilica
y el resto de su estructura es la parte hidrofébica. Debido a su estructura no flexible, el
colesterol regula la fluidez y estabiliza la membrana (Johnson et al., 2000; Cérdova et al.,
2001; Gadella, 2008;). En el espermatozoide de bovino el porcentaje de colesterol es
alto (0. 45%), mientras que para el cerdo es mas bajo (0.26 %) (Parks y Linch, 1992;
Cérdova et al., 2000; Flesch y Gadella, 2000). Su distribucién en la membrana plasmatica
es asimétrica, presentandose en mayor cantidad en la monocapa externa que en la
interna, resultando en un aumento de la vulnerabilidad de la membrana interna a las

bajas temperaturas (Johnson et al., 2000).

2.3. Capacitacion espermatica.

Los espermatozoides no son fértiles inmediatamente después de la eyaculacion;
adquieren la capacidad de fertilizar después de estar en el tracto reproductor de la
hembra, por un determinado periodo de tiempo que varia dependiendo de la especie,
(Gadella y Visconti, 2006), siendo para la especie porcina un periodo de entre 5—6 horas
(Vadnais et al., 2007). Por lo que cambios fisiol6gicos que se llevan a cabo en el
espermatozoide eyaculado para fertilizar son resumidos en un proceso denominado
“capacitacion” (Gadella 'y Visconti, 2006; Sheriff y Ali, 2010). Se sabe que la
capacitacion no es solo un evento, sino una combinacién de procesos. Dentro de los
eventos implicados en el proceso de capacitacion se incluyen el reordenamiento de
lipidos de la membrana plasmatica del espermatozoide, flujo de iones que dan como
resultado una alteraciéon en el potencial de la membrana espermatica, y un incremento
en la fosforilacion de tirosina de ciertas proteinas involucradas en la induccién de la

hiperactivacion y reaccion acrosomal (Gadella, 2008; Gadella y Visconti, 2006).

El desarrollo de la capacitacion in vitro empleando diferentes protocolos en diversas

especies animales, ha mostrado la importancia de tres elementos: Ca?*, HCO; vy
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proteinas como la albamina sérica que puede funcionar como aceptor de colesterol. Este
proceso ocurre durante la incubacion a temperaturas fisiolégicas en la presencia de los
elementos antes mencionados y de fuentes energéticas. En el caso del espermatozoide
de cerdo la capacitacion espermética es dependiente de calcio y bicarbonato pero no
parece ser requerida la albumina, posiblemente debido a la baja proporcion de
colesterol:fosfolipidos (Vadnais et al., 2007; Cérdova et al., 2001).

Durante el proceso de capacitacion se inducen varias vias de sefializacion
espermatica que llevan a la produccion y activacion de sefalizadores intracelulares, en

donde se encuentra el cAMP y la protein cinasa A (PKA) (Vadnais et al., 2007).

Varios estudios han mostrado que el bicarbonato juega un papel importante en la
habilidad del espermatozoide para sufrir la capacitacion y la fertilizacion in vivo e in vitro
(Gadella y Visconti, 2006; Vadnais et al., 2007). Asi se ha observado que niveles bajos
de bicarbonato son mantenidos en el epididimo, pero sus niveles son elevados en el Gtero
y el oviducto (> 20mM) donde la capacitacién ocurre (Vadnais y Galantino, 2007). No se
sabe como el bicarbonato entra a la célula; sin embargo existe evidencia del transporte
del HCO; al interior del espermatozoide a través de un miembro de la familia de los co-

transportadores Na*/HCO; en algunas especies (Gadella y Visconti, 2006).

El incremento citosolico de HCO;  induce a la Adenil Ciclasa (sC) a sintetizar
Adenosin 3',5’- monofosfato ciclico (AMPc), vy este a su vez activa a la PKA para
fosforilar a varias proteinas blanco (Gadella y Visconti, 2006; Vadnais et al., 2007; Sheriff
y Ali, 2010), como la fosfolipasa D (PLD), la cual estimula la polimerizacion de actina en
bovino, humano y cabra; también se ha propuesto que indirectamente la PKA activa a la
fosfatidil 4-cinasa para producir fosfatidil inositol 4,5 bifosfato el cual es un cofactor para
la activacion de PLD (Vadnais et al., 2007) (Esquema 2). De la misma manera la PKA
también se ve involucrada en la activacion de la fosfolipasa C (PLC), que cataliza la
conversion del fosfatidilinositol trifosfato (IP3) en diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato
(IP3), los cuales han sido involucrados en el incremento de la fluidez de la membrana
plasmatica y también en el aumento de su capacidad fusogénica (Flesch y Gadella, 2000;
Gadella y Visconti, 2006; Galina y Valencia, 2008). Este incremento en la permeabilidad
de la membrana permite un cambio en su potencial de membrana, haciéndose mas

negativa (hiperpolarizacion) y estos cambios son los que promueven la activacion de los
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canales de Ca?* favoreciendo la entrada de estos iones y modificando el patron de
motilidad (hiperactivacién) (Gadella y Visconti, 2007; Vadnais et al., 2007).
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Esquema 2. Transduccién de sefiales en el proceso de capacitacion espermatica , denominada  via
dependiente de AMPc /PKA. (Vadnais et al ,2007)

2.4 Reacci6én acrosomal.

Unicamente los espermatozoides capacitados pueden llevar a cabo la reaccion
acrosomal (RA), también denominada exocitosis acrosomal, la cual es una alteracion
morfolégica terminal del espermatozoide, asi como un proceso sincronizado, secuencial y
regulado, en el que se da la abertura de cientos de poros de fusion entre la membrana
acrosomal externa y la membrana espermaética, causando la liberacién del contenido de
la matriz acrosomal y la pérdida de la membrana plasmatica y membrana acrosomal
externa, lo que le permite al espermatozoide unirse y penetrar la zona pellcida (ZP),
entrar al espacio entre la ZP y la membrana plasmatica (MP) del ovocito (espacio

perivitelino). En esta zona es donde el espermatozoide se une con la MP ovocito,
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posteriormente se da una fusibn de ambas membranas vy la célula espermatica es

incorporada al ovocito (Flesch y Gadella, 2000; Xiao- Quian et al., 2009).

La exocitosis ocurre como consecuencia de una sefial externa, la cual es transmitida
hacia el interior de las células via segundos mensajeros y /o cambios en la permeabilidad
a los iones de la membrana. Como inductores de RA se encuentran ZP y la progesterona.
In vivo, la RA es inducida por una glicoproteina de la zona pellcida (ZP3), que es capaz
de elevar las concentraciones de Ca?* intracelular. Este flujo de calcio es el mecanismo
gue dispara la RA (Arancibia, 2007); asi como la activacion de GTPasas (Michaut, et al.,
2000; Yunes et al., 2000; Xiao- Quian et al., 2009).

Inmediatamente después de la unién del espermatozoide (receptor) a la zona
pelucida (ligando), la membrana acrosomal externa se fusiona en multiples sitios con la
MP que recubre al acrosoma, lo que resulta en la liberacion de las enzimas acrosomales
como la acrosina y la hialuronidasa. Sin embargo esta fusion no ocurre en la region
ecuatorial de la MP (Flesch y Gadella, 2000). Existen estudios recientes en los que se ha
demostrado que la molécula central de este proceso de exocitosis acrosomal son los
SNAREs (del inglés soluble N. ethylmaleimide — sensitive factor attachment protein
receptor proteins) (Michaut et al., 2000; Xiao- Quian et al., 2009; Tsai et al., 2010). En el
espermatozoide porcino se han identificado estos SNAREs que son requeridos para
formar el complejo SNARE involucrado en la fusién de membranas (Gadella, 2008; Tsai et
al., 2010)

2.5 Criopreservaciéon de semen.

La congelacion de semen de cerdo representa una alternativa en el manejo
reproductivo, ya que favorece: 1) establecimiento de bancos de semen que garanticen la
disponibilidad del material genético en el momento que se requiera, 2) disponer de
material genético de machos probados genéticamente aun cuando el animal ya no exista,
3) superar las restricciones internacionales en cuanto al transporte de animales vivos y 4)
superar el tiempo de viabilidad del semen fresco diluido (Cérdova et al ., 2005).

Sin embargo, debido a que la viabilidad espermética en el proceso de congelacion
— descongelacion de semen de cerdo disminuye en un 30-40% v la fertilidad obtenida es

menor comparada con la de semen fresco (Cérdova et al., 2005), Unicamente el 1% de
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las inseminaciones en la especie porcina a nivel mundial son realizadas con semen
congelado — descongelado (Johnson et al., 2000).

La baja de fertilidad del semen criopreservado se debe a factores involucrados en
el procedimiento de congelado - descongelado del semen, que afectan la integridad
estructural de la membrana plasmética, membrana acrosomal externa y membranas
mitocondriales, asi como a la teca perinuclear disminuyendo asi la funcionalidad

espermatica (Watson, 1995; Barrientos, 2008)

2.5.1 Procesos fisicos que contribuyen al dafio por congelacién.

Durante el proceso de congelacion — descongelacion la célula espermatica es
sujeta a dos diferentes tipos de estrés. El primero se encuentra relacionado con el
cambio de temperatura y el segundo surge por la formacion vy disolucion de los cristales
de hielo. (Watson, 1995).

2.5.1.1. Efectos del cambio de temperatura.

Este fendmeno se refiere a la sensibilidad que experimentan los espermatozoides
cuando la temperatura decrece por debajo de los 0°C y el agua extracelular comienza a
congelarse, mientras que el agua intracelular no lo hace al mismo tiempo. De ahi la
importancia de la tasas de enfriamiento, ya que este proceso debe de ser lo
suficientemente lento para que el agua pueda salir de la célula y congelarse (Watson,
1995; Flores, 2005).

Esta susceptibilidad al choque por frio es debida a la composicion de fosfolipidos,
glucolipidos,y colesterol (Watson 1995); lo cual probablemente se encuentra relacionado
con la transicién de fases de los lipidos de la membrana plasmatica (Watson 1995 ; Holt ,
2000).

Es decir la disminucion ripida de la temperatura en el espermatozoide ocasiona que
el movimiento lateral de los fosfolipidos de la membrana se vea restringido, dando lugar a
un fendmeno conocido como transicion de fases en el cual los lipidos de la membrana
sufren un cambio en su estado fisico de un estado fluido a un estado de gel; asi la fluidez

de la membrana disminuye, se vuelve rigida y poco elastica (Watson, 1995; Holt, 2000;
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Flores, 2005; Gutiérrez, 2009), lo que puede resultar en una separacion de fases y una
pérdida de la permeabilidad selectiva de la membrana (Watson, 1995).

2.5.1.2 Formacion de cristales de hielo.

La tasa de congelacion modifica la dindmica de la formacion de hielo y el
compartimiento intracelular o extracelular donde este se forma (Medrano y Holt, 1998).
Mientras se disminuye la temperatura por debajo de los -5°C, se comienzan a formar los
cristales de hielo extracelulares de agua pura, logrando que por el mismo fenémeno de
cristalizacion  todos los solutos queden separados del cristal, aumentando asi la
concentracion de sales en la porcion de agua que aun no estad congelada (Palacios,
1994). Cabe afadir que la formacion intracelular de hielo, debe evitarse para reducir el
dafio celular (Medrano y Holt, 1998). Debido a que la congelacion demasiado rapida
causa la formacion de hielo intracelular, es importante sefalar que la tasa de congelacion
Optima debe ser lo suficientemente lenta para prevenir la formacion de hielo intracelular y
lo suficientemente rapida para minimizar los efectos perjudiciales a la exposicion
prolongada de alta concentraciones de solutos, fendbmeno conocido como “efecto
solucion” (Holt, 2000), este Ultimo hace referencia a todos los cambios caracteristicos de
la solucion extracelular cuando se da la formacidon de hielo extracelular; como seria el
incremento de la concentracion de solutos del medio (Watson 1995), a lo cual la célula
responde con la pérdida de agua y disminucién de su volumen, para equilibrar las
concentraciones de solutos entre los compartimentos intra y extracelular, sucediendo asi
la deshidratacién celular (Palacios, 1994; Watson1995; Garzén , 2008).

2.5.1.3 Dafio estructural inducido por el proceso de congelacién.

Como se mencioné anteriormente los organelos de la célula espermatica se
encuentran envueltos por la membrana plasmatica, la cual es particularmente vulnerable
durante el proceso de criopreservacion. Recapitulando, la composicién lipidica de la
membrana plasmatica estd relacionada con el choque por frio, ya que los lipidos
responden a variaciones de temperaturas con cambios en su estado de fase liquida a gel
(transicion de fases; Johnson et al., 2000), afectando la fluidez de la membrana y debido a

las diferentes temperaturas de transicion para los diferentes tipos de lipidos la fase de
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separacion de la membrana puede ocurrir, perdiéndose asi su integridad (Johnson et
al., 2000; Holt, 2000; Watson, 1995). Adicionalmente, el proceso de criopreservacion
también puede afectar la membrana acrosomal externa y las membranas mitocondriales
(Watson, 1995).

De manera importante la pérdida de la asimetria de la bicapa lipidica esta asociada
con un aumento en la fluidez, caracteristico de un espermatozoide capacitado , lo cual
provoca una expectativa de vida mucho mas corta para el espermatozoide de cerdo
(Watson, 1995; Gutiérrez, 2009; Holt, 2000; Johnson et al ., 2000) ; ademas de que
pierde la capacidad para manejar convenientemente los cambios osméticos asociados a
las interacciones agua — soluto, que se dan a través de la cristalizacibn de hielo
extracelular y que provoca la salida de agua y la entrada de iones, lo cual ocasiona
cambios osmoticos que al no ser regulados adecuadamente pueden dafar a su vez otras
estructuras (Watson1995; Holt 2000; Gutiérrez, 2009, ).

Por otro lado la accién del descenso de la temperatura disminuye la motilidad, lo
cual ha sido atribuido a cambios en el transporte activo y en la permeabilidad de Ila
membrana en la regién del flagelo. Mas aun, estudios realizados en espermatozoides de
raton (Sherman y Liu et al., 1982) y cerdo (Courtens y Paquignon, 1985; Courtens et al.,
1989), indican que la reduccion en la motilidad puede no ser causada directamente por
los eventos en la membrana, si no por dafio en el axonema (Watson, 1995). Asi, el dafio a
las diferentes estructuras citoesqueléticas del flagelo son el reflejo de la despolimerizacion
de tubulina que altera la relacién de microtibulos y sus proteinas asociadas, afectando la
respuesta celular a estimulos externos, ya que algunos elementos del citoesqueleto se
propone participan en la activacion de diversas cascadas de sefalizacion involucradas en
la motilidad (Gutiérrez, 2009).

Por otra parte, la disminucién en la motilidad también se ha asociado al dafio en la
estructura interna de la mitocondria, en espermatozoides de cerdo (Courtens y
Paquignon, 1985; Courtens et al., 1989) debido a que tanto la fosforilacion oxidativa
como el transporte de protones se llevan a cabo en esta estructura y es probable que la
produccion de adenosin trifosfato (ATP), se vea reducida (Watson, 1995).

El ndcleo, es otra estructura que habia sido considerada como resistente al
proceso de congelacion y descongelacion, sin embargo estudios recientes en

espermatozoide de cerdo mencionan no haber encontrado dafio en la estructura de la
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cromatina nuclear, pero si un fenébmeno de retraso en el proceso de descondensaciéon que
ellos llaman “sobrecondensacion. (Royere et al., 1988; Watson, 1995).

Por otro parte estudios realizados en espermatozoides de cerdo por Barrientos
(2008); Arancibia (2007) y Gutiérrez et al., (2011), se demuestra que la TP, es otra
estructura que resulta ser afectada, ya que después del proceso de criopreservacion el
porcentaje de espermatozoides con TP alterada fue de 70%, debido a que en el proceso
de congelacién y descongelacion la actina-F se ve afectada.

2.5.2 Diluyentes de congelacion.
Entre las caracteristicas fisico —quimicas mas deseables que deben de tenerse en

cuenta al elegir un diluyente esta un mantenimiento del pH y la osmolaridad adecuada,
asi como su capacidad protectora para evitar el dafio de las células espermaticas por el
proceso de congelacion — descongelacion (Barbas y Mascarenhas, 2000). De manera
general los diluyentes de congelaciéon para los espermatozoides incluyen un crioprotector
no permeable como la leche y la yema de huevo, un crioprotector permeable como el
glicerol, etilenglicol o dimetil sulféxido, (DMSO) uno o mas azUcares como glucosa,
lactosa, rafinosa, sacarosa o trehalosa, antibiéticos como penicilina, estreptomicina y
ademas pueden estar clasificados con o sin amortiguador (Tris o Test) (Barbas y
Mascarenhas, 2000; Gutiérrez, 2009).

Un punto importante a tomar en cuenta en relacién al uso de crioprotectores
permeables antes de su aplicacion es la concentracidon en que estos aditivos pueden
aplicarse a los medios de congelacion, ya que ello se relaciona con su toxicidad lo cual

puede jugar un papel importante del dafio criocelular (Gutiérrez, 2009).

En la actualidad se sabe que existe una correlacion entre la concentracion usada
de los crioprotectores y el dafio por congelacion, atribuido entre otras cosas por sus
efectos osmoticos sobre las concentraciones molares del diluyente que resulta en un

dafo a la membrana ( Watson, 1995).
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2.5.2.1 Crioprotectores

El empleo de agentes crioprotectores es con la finalidad de incrementar la
sobrevivencia de la células a las bajas temperaturas a la que son sometidas las células
durante el proceso de criopreservacion, esto lo logran mediante el reordenamiento en las
proteinas y lipidos de la membrana lo que resulta en la deshidratacion celular por
incremento en la fluidez de la mismay por lo tanto en una menor formacion de cristales de
hielo intracelular (Holt 2000; Barbas y Mascarenhans, 2009).

Muchos agentes crioprotectores han sido utilizados en la congelacion de semen de
cerdo; sin embargo no han dado buenos resultados como el glicerol. Dentro de estos
compuestos se encuentran el exitriol, xilitol adonitol acetamida y DMSO, en bajas
concentraciones, los cuales han mejoraron la motilidad de los espermatozoides de cerdo

pero la proporcién de acrosomas intactos se ha visto disminuida (Johnson et al., 2000).

2.5.2.2 Glicerol

El glicerol ha sido usado extensivamente para la proteccion de espermatozoides de
cerdo y en general es el crioprotector de eleccion para la criopreservacion de semen de
mamiferos. Sin embargo el espermatozoide de cerdo ha presentado una mayor
sensibilidad que las otras especies domésticas (Watson1995; Johnson et al., 2000; Holt,
2000; Barbas y Mascarenhans, 2009).

La concentracién del glicerol en el espermatozoide de cerdo debe ser menor al
3%, dado que resulta téxico para la célula ya que afecta la viscosidad citoplasmatica, la
transduccién de sefales a través de la membrana, y la utilizacién de ATP; ademas de que
disminuye considerablemente la fertilidad de los espermatozoides por un deterioro en el
acrosoma probablemente debido al estrés osmaético que produce (Watson 1995; Holt
2000). Cabe mencionar que en un  estudio realizado por Arenas (2008) en
espermatozoides de cerdo se encontrd que el glicerol, alin a bajas concentraciones (2%),
afecta directamente a la teca perinuclear; ya que esta fue alterada en el 96% de las
muestras analizadas a 30 min postratamiento con el crioprotector.

Diferentes teorias han tratado de explicar la toxicidad del glicerol, una de ellas se
refiere al estrés osmotico producido por el mismo crioprotector, ya que debido a su

introduccién o remocidn causa cambios en el de volumen osmotico (Watson, 1995).
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Se sabe que el glicerol es metabolizado por el espermatozoide de diferentes
especies como: ovino, bovino, porcino y caprino, donde estimula el consumo de oxigeno.
Aunque por otro lado el espermatozoide de cerdo tiene la capacidad de oxidarlo hasta
CO, (Jones et al.,, 1992). Ademas de que interfiere con el balance entre la sintesis y
utilizaciéon de ATP, dando como resultado una inapropiada activacion de fosfolipasas y
proteasas (Holt, 2000).

Una teoria que apoya lo anteriormente mencionado es la conversién metabolica del
glicerol a un compuesto toxico (metilglioxal), que es producto de reacciones no oxidativas
que se llevan a cabo durante la glucdlisis anaerobia a partir del glicerol. Durante su
metabolismo el glicerol es convertido en dihidroxiacetona y esta es convertida en
metilglioxal, el cual es conocido por ser un potente inhibidor metabdlico, relacionado con

la inhibicion de la respiracion celular (Arenas, 2008).

2.5.2.3 Trehalosa

Como se mencioné anteriormente los azucares como la lactosa, sacarosa,
rafinosa, trehalosa y dextrosa son empleados como crioprotectores no permeables ya que
no son capaces de difundirse a través de la membrana plasmética, por lo que actian
creando una presién osmotica que induce a la deshidratacion de la célula y favorecen la
baja incidencia de formacion de cristales de hielo. Estos azlcares interactian con los
fosfolipidos de la membrana plasmatica, estabilizando su conformacion e incrementando
por lo tanto la sobrevivencia a la criopreservacion (Barbas y Mascarenhans , 2009)

La trehalosa fue primero descrita por Wiggers en 1832 como un azucar desconocido
presente en el cornezuelo del centeno (Claviceps purpurea), un hongo patégeno que
produce una toxina letal para los humanos y mas tarde fue encontrada en los capullos o
pupas de escarabajo Larinus maculata de nombre comun “trehala” lo cual inspir6 al
guimico Berthelot para designarlo como trehalosa. Este disacéarido estd compuesto por
dos moléculas de glucosa a-D-glucopiranosil- (1,1)-a- D- glucopirandsido. El enlace a, a-
1,1 conecta los dos extremos reductores de los residuos de glucosa anulando su poder
reductor (Mascorro et al., 2005).

En la naturaleza una gran variedad de organismos, incluyendo algunas

ranas, nematodos, tardigrados, larvas de camardn, insectos, bacterias, levaduras y
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algunos tipos de plantas, tienen la capacidad de sobrevivir a la congelacion y a
condiciones de extrema desecacion (Chen et al., 2001; Eroglu et al., 2002; Eroglu et al.,
2003; Mascorro et al., 2005). Estudios en organismos anhidrobiontes han revelado una
serie de cambios internos tanto biogquimicos como fisiolégicos que permiten a estos
organismos sobrevivir a estas condiciones de extrema desecacion. Uno de estos cambios
es la acumulacién de grandes cantidades internas de azUcares o mezcla de azlcares
como trehalosa, sacarosa o rafinosa, que pueden estar presentes en un rango del 20 al
50% del peso del organismo; y de esta manera estabilizar las membranas lipidicas y la
configuracion de las proteinas (Crowe et al., 1998; Crowe y Crowe, 2000; Chen et al.,
2001; Eroglu et al., 2002; Eroglu et al., 2003).

Existen tres teorias que tratan de explicar el mecanismo por medio del cual la
trehalosa es capaz de estabilizar una gran diversidad de biomoléculas (Esquema 4): a)
remplazando moléculas de agua, por medio de la formacion de puentes de hidrégeno
entre los grupos hidroxilo de la trehalosa y las cabezas fosofolipidicas de la bicapa
lipidica, (Wolkers et al., 2001; Mascorro et al., 2005; Elliot et al., 2006; Sitaula et al.,
2009) ; b) la formaciéon de una capa que atrapa las moléculas de agua cercanas a la
superficie biomolecular y ¢) el mantenimiento de la estructura de las proteinas y lipidos
por medio de la formacién de una matriz de alta viscosidad para prevenir la transicion de
fases o la cristalizacién(Crowe et al.,1998; Chen et al., 2001; Elliot et al., 2006; Jain y Roy,
2009). Siendo a través de estos mecanismos que la trehalosa mantiene la integridad de
las membranas bioldgicas, protege y estabiliza las proteinas. Esto ultimo es debido a que
al reemplazar las moléculas de agua forma una especie de capsula alrededor de la
proteina deshidratada protegiendo asi su estructura terciaria y su actividad. En otras
palabras, la capacidad de la trehalosa para proteger a las membranas durante la
deshidratacion radica en que interactia con éstas favoreciendo la permanencia del
estado fluido de los lipidos, evitando la fusion, la separacion de fases y el rompimiento de

las membranas
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Esquema 3. Propuestas para el mecanismo de proteccion de la trehalosa .A) Esquema de membrana antes de la
congelacion; B) Mantenimiento de la estructura biomolecular al envolverla con una pelicula de alta viscosidad que mantiene
su conformacion; C) Proteccion indirecta al remplazar las moléculas de agua por puentes de hidrégeno; D) Formacion de
una capa que atrapa las moléculas agua por puentes de hidrogeno; E) Membrana que permanece intacta al descongelado

(Gutiérrez, 2009).

Si bien la adicién de la trehalosa (100 mM) en los medios empleados para la
congelacion de semen, resultan en mejor resistencia de la membrana plasméatica
después del proceso de congelacion—descongelacién (Gutiérrez, 2009), los resultados
no superan a los del glicerol en cuanto a la viabilidad del semen.

Recientemente, se han realizado estudios (Tabla 1) para introducir la trehalosa en
diferentes tipos de células como: ovocitos de humanos (Eroglu et al., 2002), ovocitos de
raton (Eroglu et al.,, 2003), macréfagos de raton (Elliot et al., 2006); algunos
investigadores introducen a este azlUcar por microinyeccion y otros por el uso de
proteinas formadoras de canales o mediante la despolarizacion de la membrana

citoplasmética. En el caso de ovocito de humano se encontré que la presencia de 150mM
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de manera intracelular de trehalosa y 500 mM de trehalosa extracelular, aumenta el
porcentaje de sobrevivencia hasta un 66% a — 60° C; mientras que en el grupo control la
tasa de sobrevivencia a -15° C fue de 13% con su posterior degeneracion a - 60°C.
(Eroglu et al., 2002). En los ovocitos de raton se encontrd6 que la microinyeccion de
150mM de trehalosa no es detrimental para el desarrollo de cigotos y esta concentracion,

se encuentra dentro del rango encontrado de este de azucar en los organismos

anhidrobiontes (Eroglu et al., 2003).

Tabla 1. Efecto de la trehalosa de manera intracelular.

Trehalosa Protocolo de
Especie Tipo de célula mM valoracion Conclusiones Autor
Integridad de | Concentracion
150 la membrana. |puede ser efectiva
HUMANO Ovocito intracelular y ' en la Eroglu et al;
500 Cambios ; > 2002
e criopreservacion.
extracelular | volumétricos.
Ovocitos .100 . 150mM, no es
. intracelular | Cambios o Eroglu et al;
RATON volumétricos detrimental para el 2003
100,150,200 desarrollo
Cigoto Intracelular
%??acelular Incremento la
BOVINO | Espermatozoide Integridad de |integridad Sitaula et al;
200 la membrana acrosoma!,_ pero 2009.
extracelular no la motilidad
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2.6 Estreptolisina O (SLO)

La estreptolisina O (SLO) es una toxina formadora de poros, es una proteina de 69
kDa producida por el grupo de los estreptocos del grupo A, es oxigeno-labil y una
representante de la familia de las citolisinas producida por las bacterias Gram positivas.
Ademas de su interés patogénico, la SLO ha sido reportada como una herramienta ideal
en la permeabilizacion de células. (Yamamoto et al., 2001).

La SLO es toxica para las células eucariotas, debido a su afinidad por el colesterol,
pero a dosis controladas, para la permeabilizacién de células vivas, ha probado ser (til
para la introduccién de moléculas exdgenas al citoplasma de las células (Barry et al.,
1993; Fawcett et al., 1998). En el caso del espermatozoide la SLO ha sido utilizada para
estudiar los mecanismos que regulan algunos procesos fisioldgicos de la célula
espermatica como la capacitacion, la reaccion acrosomal y la motilidad (Johnson et al.,
1999; Azamar et al; 2007).

La SLO permeabiliza a las células al interaccionar con el colesterol de la membrana
plasmaética, asi los monémeros de SLO difunden en el plano de la membrana formando
dimeros que actian como puntos de cristalizacion para formar complejos que crecen en
arcos y después en anillos, que son los poros que permiten el acceso continuo de
moléculas al medio intracelular sin estropear a la membrana (Figura 4) (Heuck et al.,
2003). Los poros pueden tener un didametro que puede ser mayor de 30 nm, por lo que
tedricamente permiten el paso de moléculas grandes a través de la membrana (Fawcett
et al., 1998).

Adicionalmente, ya que el contenido de colesterol en la membrana plasmética es
mucho menor que el de la superficie de la misma, se ha mencionado que es poco
probable que la SLO tenga efectos significativos en la desestabilizacion de las
membranas. Sin embargo, también se menciona que la sensibilidad a la SLO varia entre
las especies y el tipo celular, debido a que poseen diferente contenido de colesterol
(Fawett et al., 1998).

La accibn de la SLO es extremadamente rapida, llegdndose a presentar la
permeabilizacion en cuestion de minutos, pero ademas se ha demostrado que,
dependiendo de la seleccidn correcta de la dosis, la permeabilizacion de las células con

SLO es reversible por la adicion del colesterol no esterificado (Wannameker, 1983), por la
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adicion de suero fetal o por la adicion de calcio al medio de incubacion (Walev et al.,

2001).

=)-)-)-

| MONGMEros s Arco

» Poro

Esquema 4. Modelo sugerido para la formacion del poro producido por la toxina SLO. En este modelo las
moléculas de la toxina se insertan dentro de la membrana como dimero o pequefios monémeros para iniciar la

formacién de un pequefio poro (Heuck et al., 2003).
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3. JUSTIFICACION.

Debido a la capacidad de la trehalosa para mantener la integridad de las
membranas biolégicas y de proteger y estabilizar a las proteinas, la presente investigacion
pretende mantener la viabilidad del espermatozoide en la especie porcina, después del
proceso de congelaciébn — descongelacion, mediante la inclusion de la trehalosa de
manera intracelular por medio de la toxina formadora de poros estreptolisina O (SLO).
En especies como la equina, ovina, roedores (ratén, conejo), Elephas maximus ( elefante)
y la porcina, para disminuir el dafio ocasionado por la congelacion sobre la integridad
espermatica se han empleado a este azicar de manera extracelular, obteniendo una
mejoria en cuanto a la integridad acrosomal en mas de un 35%. En otros tipos celulares
como, ovocitos de raton y humano, empleado este azucar de manera intracelular se han

logrado porcentajes de viabilidad adecuados (superiores al 60%) al descongelado.
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4. HIPOTESIS

Si en otros tipos celulares los efectos crioprotectores de la trehalosa se deben a
que se encuentra en el citoplasma, su introduccion en el espermatozoide del cerdo
mediante la formaciéon de poros por medio de la estreptolisina O (SLO), permitira
mantener la viabilidad de los mismos después del proceso de congelacion-
descongelacion.
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5. OBJETIVO

Introducir la trehalosa en el citoplasma del espermatozoide de cerdo, a través de la
formacion de poros con SLO, para tratar de mantener la viabilidad del semen de

cerdo después del proceso de criopreservacion.

5.1 Objetivos especificos.

e Producir poros en la membrana del espermatozoide de cerdo, mediante el empleo
de la SLO y valorar su viabilidad.

e Introducir la trehalosa al citoplasma del espermatozoide de cerdo, mediante la
apertura y posterior sellado de los poros producidos por la SLO y valorar de la

viabilidad celular.
e Criopreservar a los espermatozoides de cerdo, permeabilizados y tratados con

trehalosa, manteniéndolos en nitrégeno liquido para su posterior valoracién de

viabilidad al descongelado.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Coleccién de semen y valoracion seminal

Se obtuvieron 18 eyaculados de tres sementales diferentes pertenecientes al
Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccién Porcina (CEIEPP) de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Los eyaculados se
recolectaron por medio de la técnica de la mano enguantada, colectando Unicamente la
fraccion rica en espermatozoides, la cual se filtr6 a través de doble gasa estéril. La
motilidad progresiva fue determinada de la siguiente manera: se colocé una gota sobre
un portaobjetos previamente calentado a 37°C y se colocé un cubreobjeto, se observo al
microscopio 6ptico con el objetivo de 40x, otorgandose un valor de movimiento rectilineo
progresivo de 0-100%. Los eyaculados con menos del 80% de motilidad progresiva o0 mas
de 20% de morfoanomalias fueron descartados. Para su transporte al laboratorio de
Morfologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, los
eyaculados fueron diluidos en una relacion 1:1 en diluyente comercial (IMV USA 870 XT-R
®).

A su llegada al laboratorio, se calcul6 la concentracién espermética por conteo en
un hematocitometro (camara de Neubauer) y aplicando la siguiente férmula: Donde 21 es
el factor de dilucién (25ul de semen diluido en 500ul de Triton X-100 al 0.1% diluido en
PBS), 10,000 esta dado por la dimensién de la cAmara y 5, es el nimero de cuadros

contabilizados.

No. de espermatozoides x 21 x 10,000 x 5 = concentraciéon de espermatozoides por ml.

La determinacion del nimero de espermatozoides anormales se realiz6 de manera

simultanea durante el conteo en el hematocitometro.
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6.2 Permeabilizacion

Los espermatozoides fueron resuspendidos en PBS a una concentracién de 10 x 10°
espermatozoides/ml y fueron expuestos a diferentes concentraciones de estreptolisina O
(SLO): 0.2, 0.6, 1.0 y 5.0 U de SLO e incubados por 5 min a 37°C (Johnson et al., 1999).
Después de este tiempo se valord la viabilidad de las muestras espermaticas en cada
una de las diferentes concentraciones de SLO (Gutiérrez, 2009). Como muestra control
los espermatozoides fueron incubados sin la toxina SLO. Para su uso la SLO fue
reconstituida en 1 ml de PBS-DTT 4mM (Hernandez et al., 2000).

Una vez determinada la concentracion de SLO que permeabiliz6 la membrana
espermatica y mantuvo la viabilidad del espermatozoide de cerdo se procedié con el
siguiente objetivo que fue la introduccion de trehalosa.

6.3 Introduccion de la Trehalosa

Se manejaron dos tratamienntos de trehalosa / PBS 100 mM y 200 mM (Eroglu et
al., 2002; Eroglu et al., 2003); los cuales para su incorporacion al medio intracelular del

espermatozoide fueron adicionados al mismo tiempo que la toxina SLO.

Para la reconstitucién de la membrana plasmatica, los espermatozoides fueron
lavados en PBS y posteriormente resuspendidos brevemente (2 min) en 5% de BSA /
PBS; enseguida los espermatozoides fueron procesados para su criopreservacion.
Muestras alicuotas fueron tomadas para valorar la viabilidad espermatica antes del

proceso de congelacion.

6.4 Método de congelacion

Para el grupo control se congelaron espermatozoides utilizando al glicerol como
crioprotector. Se siguio el protocolo a dos tiempos: refrigeracién y glicerolizacion (etapa en
la que se agrega de manera gradual al diluyente B) (Gutiérrez, 2009). Para este

procedimiento los diluyentes fueron preparados el mismo dia de uso y son los siguientes:
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Tabla 2. Formulacién de diluyentes de congelacién.

Ingrediente Dilutyente A Diluyente B
Dextrosa (g) 0.399 0.399
Yema de huevo (20%) ml 1 1
Gentamicina (ml) 0.05 0.05
Glicerol (3%) ml - 0.3
Agua desionizada cbp (ml) 5 5

Ambos diluyentes se colocaron en tubos de ensaye de 10ml para centrifugarlos a
800 g (1500rpm) por 10 min. Se recupero el sobrenadante y la pastilla fue desechada.
Posteriormente se midié el pH de cada diluyente ajustandolo entre 6.8 y 7.4 con hidréxido
de sodio 1M.

Para retirar el diluyente, el semen fue centrifugado a 800 g (1500rpm) por 10 min, el
sobrenadante fue desechado y la pastilla fue reconstituida a una concentracion de 600 x
10 ¢ espermatozoides /ml suavemente en el diluyente A. Seguido de esto la muestra fue
colocada en un enfriador a una temperatura de 16°C por una hora y media. Pasado el
tiempo de estabilizacién se procedié al tiempo de refrigeracion, en el cual la muestra
estabilizada a 16 ‘C se llevo al refrigerador a una temperatura de 4°C por 2 horas (para
esto las muestras fueron colocadas en un recipiente con agua a 16°C, envuelto en varias
capas de gasa, con el fin de evitar el descenso brusco de la temperatura). El diluyente B
fue puesto a 4° C al mismo tiempo que las muestras diluidas en el diluyente A, con el fin
de que se encontraran a la misma temperatura al momento de su mezcla. La temperatura
de 4°C se alcanz6 aproximadamente en hora y media pero el semen se dejo
estabilizando por dos horas. A la temperatura de 4° C se inici6 el periodo de congelacion,
para esto el diluyente B se agregd de manera creciente y gradual dividiéndolo en cuatro
tiempos: primero se agrego el 5, 10,15 y 20% del diluyente B con un periodo de diferencia
entre cada adicion de 10 min. Este paso es gradual para disminuir el estrés osmdético

atribuido al glicerol sobre el espermatozoide de cerdo (Gutiérrez, 2009).

30



Una vez agregado el glicerol el semen se almacené en pajillas de 0.5ml a una
concentracion final de 300 x 10° espermatozoides. Cada pajilla fue sellada con alcohol
polivinilico, para ser expuestas a vapores de nitrdgeno (-130 a -150°C) durante 20
minutos.

Para su exposicion a los vapores de nitrdgeno se utilizé una caja de poliuretano,
colocando las pajillas sobre una gradilla de metal para tubos de ensaye , la cual se
colocd sumergida en nitrégeno liquido dejando una distancia entre las pajillas y el espejo
de nitrégeno de 18 a 20cm. Después las pajillas fueron sumergidas en el nitrégeno
liquido, previa colocacién en los gobeletes plasticos y almacenadas en tanque de
nitrégeno liquido (-196°C) (Gutiérrez, 2009).

Para los espermatozoides permeabilizados y tratados con trehalosa, el diluyente de
congelacion a utilizar fue el TCF (200mM Tris, 77mM &cido citrico y 61mM Fructosa), el
cual ya ha sido utilizado en trabajos de congelacion de semen de cerdo (Hu et al., 2008),
pero excluyendo la yema de huevo y el glicerol, dado que en este proyecto se trata de
valorar el efecto crioprotector de la trehalosa de manera intracelular, llevando a cabo la

misma metodologia anteriormente descrita (Gutiérrez, 2009).

6.5 Descongelacion

Se realizé en bafio Maria a 37° C por 30 segundos, inmediatamente después el
contenido de las pajillas fueron colocadas en tubos de ensayo, previamente reconstituido
con un diluyente de larga duracién BTS, en un volumen 1:6 y mantener por 10 min a

temperatura de 37 ° C y poder aplicar los protocolos de evaluacion (Gutiérrez, 2009).

6.6. Valoracion de la Motilidad.

Para valorar el porcentaje de motilidad al descongelado, se tomaron muestras
alicuotas con una concentracién de 35 x 10° espermatozoides/ ml de cada una de las
muestras descongeladas. La cual fue valorada por observacion directa al microscopio
Optico, se coloco una gota de la muestra en un portaobjetos, atemperado a 37 °Cy se
colocd un cubreobjetos. La motilidad fue expresada como el porcentaje de motilidad
progresiva, como una fraccion del numero total de los espermatozoides moviles+

inmoviles (Sitaula et al., 2009).
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6.7 Pruebas de viabilidad espermatica.

Para la valoracion de la viabilidad espermética se realizaran las siguientes pruebas:

6.7.1. Prueba de viabilidad espermatica por tincién vital de eosina- nigrosina.

La tincién vital de eosina- nigrosina, sirve para valorar la integridad de la membrana,
fue descrita por Dott y Foster (1972) y modificada por Bamba (1988), para ello las
muestras fueron lavadas por centrifugacion (800g x 10 min), el sobrenadante fue retirado
y la pastilla fue resuspendida en PBS. Posteriormente se diluyeron 1:8 con la tincion de
eosina- nigrosina (eosina amarilla 0.67g, nigrosina 5g, 40ml de una solucién de glucosa al
5% y agua desionizada c.b.p 100 ml), a 37°C por 5min. Transcurrido este tiempo se
realizd un frotis en portaobjetos a 37°C, se dejaron secar al aire y finalmente se montaron
con resina y cubreobjetos para el conteo posterior de 100 células espermaticas,
diferenciando entre vivos (no tefiidos) y muertos (parcial o totalmente tefiidos) (Gutiérrez,
2009).

6.7.2. Prueba hipoosmotica (HOST) en combinacién con azul brillante de
Coomassie (CBB).

Muestras alicuotas de 35 x 10° espermatozoides, fueron lavadas por centrifugacion
(800 g por 10 min), para retirar el diluyente. El frotis testigo se realiz6 de la manera
siguiente: se tomaron 100 pl de semen mas 100 ul de paraformaldehido al 4% (fijador) por
10 minutos a temperatura ambiente; posteriormente fueron lavadas las muestras 2 veces
con PBS a 2500 rpm por 3 minutos, después se reconstituyeron en 100 pul de cloruro de
amonio (50 mM en PBS), se realizé un frotis con 20 ul y se dej6 secar al aire. Mientras
gue para el frotis prueba se tomaron 100 ul de semen més 100 pl de solucion hipo-
osmoética ( 0.5 ml de citrato de sodio al 1.46 % y 0.5 ml de fructosa al 2.7%) y se
incubaron por 60 minutos a 37 ° C, después se agregaron 200 ul de paraformaldehido al
4% por 10 minutos a temperatura ambiente, se lavaron las muestras 2 veces con PBS y
se reconstituyeron en 100 pl de cloruro de amonio, y finalmente se realiz6 un frotis con 20
ul y se dejé secar al aire. Ambos frotis se tifieron por inmersion en Azul brillante de
Coomassie (Azul de Coomassie 0.55 g, metanol 12.5 g, acido acético 2.5 ml, agua

bidestilada c.b.p. 125ml) por 10 a 15 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el
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tiempo los frotis fueron sumergidos en un vaso copplin con a agua destilada para
remover el exceso de colorante y se dejaron secar al aire. Una vez secas se montaron
con resina y cubreobjetos para su posterior conteo de 200 células por laminilla. La
combinacién de la prueba de HOST vy la tincion CBB se realiza buscando una mejor
valoracion, de los resultados al aportar informacion sobre el estado funcional del flagelo e
integridad acrosomal (Gutiérrez, 2009).

La interpretacion de la prueba de HOST, se considera positiva (membrana funcional)
cuando los flagelos se encuentran doblados, enrollados en ovillo o en latigo (Gutiérrez,
2009).

La CCB interpreta la integridad acrosomal como: integra (acrosoma bien definido e
intensamente tefido), dafada (acrosoma difusamente tefiido, con pérdida de continuidad

y /o pérdida de material) y ausente (ausencia definitiva del acrosoma) (Gutiérrez, 2009)

6.7.3 Prueba de CTC.

El estado de capacitacibn del espermatozoide usualmente es valorado con la
clortetraciclina (CTC), un antibidtico fluorescente. La CTC es usada para detectar Caz*
presente en la superficie de la membranas (Silva y Gadella, 2006). El procedimiento a

seguir fue el siguiente:

La muestra de semen se lavé por centrifugacion en PBS (pH 7.4) a 800g por 3
minutos dos a tres veces hasta dejar solo la pastilla con los espermatozoides, los cuales
fueron reconstituidos en PBS a una concentracion de 100 x 10° espermatozoides por ml.
Posteriormente se adicion6 100 pl de la solucion CTC (750 uM CTC, Cisteina 5 mM, 130
mM de NaCl en buffer Tris — HCI 20 mM pH 7.8) a 100 ul de semen y se incub6 por 30
segundos en la oscuridad. La muestra se fija con 22 ul de glutaraldehido al 1 % (w/v en
Tris HCI 0.5 M, pH 7.4) por 10 a 15 minutos. Posteriormente se colocaron en una laminilla
10 pl de la muestra y se le agreg6 una gota de glicerol: PBS (9: 1) se mezcl6 y se coloco
un cubreobjetos, ejerciendo presion suave, sellando los bordes con barniz de ufias. Las
laminillas fueron observadas al microscopio de fluorescencia con el objetivo de 100x, con
el filtro azul. Se contaron 100 espermatozoides y se determiné el porcentaje de
presentacion de los patrones de fluorescencia en la cabeza del espermatozoide con la

clasificacion utilizada por Kaneto et al (2002):
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Patron F: mostrando fluorescencia uniforme en toda la cabeza, lo que indicara
espermatozoides no capacitados con el acrosoma intacto;

Patron B:con una banda libre de fluorescencia en la region post acrosomal
gue indicara espermatozoides capacitados con el acrosoma intacto;

Patrén RA: con la cabeza libre de fluorescencia o con una pequefia banda de

fluorescencia en la regién ecuatorial, que indicara reaccién acrosomal.
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7. ANALISIS ESTADISTICO

Para realizar los andlisis de resultados se utilizé6 el paquete estadistico SAS
(Statistical Analysis Systems 2003, SAS/ STAT User’'s Guide, Release 9.0, Inst. Inc, Cary
NC, USA).

El objetivo general de la investigacién fue determinar el efecto de la trehalosa en el
citoplasma del espermatozoide de cerdo, a través de la formacion de poros con la SLO,
para mantener la viabilidad del semen de cerdo después del proceso de criopreservacion.
Para ello se probaron cinco tratamientos de toxina SLO, los cuales se pueden observar
en los Cuadros 1 - 6. Estos tratamientos fueron aplicados a nueve eyaculados, obtenidos
de tres diferentes sementales, considerando cada eyaculado como unidad experimental.
Una vez obtenido el tratamiento de la toxina SLO, que permeabiliz6 y mantuvo la
viabilidad del semen de cerdo, fue realizada una segunda parte del experimento, en
donde se aplicaron dos tratamientos de Trehalosa a nueve eyaculados obtenidos de
tres diferentes sementales.

Para la evaluacion estadistica de los resultados se utiliz6 un analisis de la
varianza para un disefio de un solo criterio de clasificacion (Y j= p + Y + §;), Se probaron
las estructuras de covarianza de los datos de cada variable: Componentes de varianza
(VC), Simetria Compuesta (CS), Autoregresiva (AR1) y No estructurada (UN), y se
selecciond la mejor de acuerdo a los criterios de informacién de Akaike (AIC) y el criterio
Bayesiano de Swarz (BIC) segun el valor minimo obtenido.

Para probar los supuestos de normalidad y homogeneidad de la varianza del
modelo, se realizaron las pruebas de Shapiro-Wilks y Bartlett respectivamente.

En el caso de las variables que no cumplian con las suposiciones de distribucion
normal, como vivos sin acrosoma, muertos sin acrosoma, reacciéon acrosomal y motilidad
al descongelaldo, se recurri6 a la estadistica no paramétrica, aplicando la prueba de
Kruskall-Wallis para mas de dos medias independientes.

En el andlisis de comparaciones multiples de medias, utilizando variables
continuas, se utiliz6 la prueba de comparaciones multiples denominada Diferencia
Honesta Significativa, también conocida como Prueba de Tukey. Asimismo, se uso la
prueba ajustada de Tukey (Adjusted Tukey, SAS) cuando se compararon medias de
Minimos Cuadrados (LSMEANS).
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Antes de realizar el experimento se establecieron dos niveles de confianza (a),
considerando como significativa una diferencia entre un par de medias cuando el nivel de
probabilidad fue de P<0.05 y altamente significativa si fuera P<0.01.

Para analizar los resultados de las variables: Porcentaje de permeabilizacién
(%), integridad de membrana (%), vivos con acrosoma (%), muertos con acrosoma (%),
se utilizé un andlisis de polinomios ortogonales.

Para establecer relaciones causa-efecto se utiliz6 un modelo de regresion lineal
simple por medio del modelo Y- By + B:1Xi + § i , con el PROC GLM (modelo lineal
general) de SAS, estimando los coeficientes (B’s) para las variables permeabilizacion,
integridad de la membrana, vivos con acrosoma, muertos con acrosoma, capacitados y
motilidad.
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8. RESULTADOS

8.1 Determinacion de la dosis permeabilizante de SLO.

En el Cuadro 1, se observa el porcentaje de espermatozoides permeabilizados a
diferentes concentraciones de SLO, los resultados obtenidos indican que existe diferencia
(P<0.05) entre los tratamientos, ya que el tratamiento control (41.44%) mostr6 menor
namero de espermatozoides permeabilizados. A pesar que la concentracion de 5 U/ml
proporciond un mayor porcentaje de espermatozoides permeabilizados (65.55%), este
tratamiento no fue diferente (P>0.05) al resto de las concentraciones de SLO.

Por otra parte, los valores reales de espermatozoides permeabilizados en los
diferentes tratamientos fue de 26.75%, 31.59%, 38.42% y 41.17% para 0.2 U/ml, 0.6
U/ml, 1U/ml y 5U/mi de SLO respectivamente; esto descartando el nimero de

espermatozoides muertos (teflidos) que se observaron en el tratamiento control.

Cuadro 1. Medias de minimos cuadrados y errores estandar del efecto de diferentes
concentraciones de la SLO en la permeabilizacion de la membrana del espermatozoide de cerdo.

T[f;ar::':: (;o Eyaculados (n) peff::;:;;::;::;;)* Permeabilizacion real (%)
0 9 41.44 b -
0.2 9 57.11 a 26.75
0.6 9 59.94 a 31.59
1 9 63.94 a 38.42
5 9 65.55 a 41.17
E.E.M = 2.30

*Literales diferentes en columna indican diferencia (P < 0.05)

8.2 Valoracion de la viabilidad después del sellado de los poros.

Para la reconstitucion de la membrana plasmatica, los espermatozoides fueron
lavados en PBS para retirar el exceso de toxina y posteriormente fueron resuspendidos en
BSA al 5% en PBS. Para valorar la integridad de la membrana plasmatica de los
espermatozoides de cerdo después de dicho proceso se llevo a cabo la tincién de eosina-

nigrosina.

37



El porcentaje de espermatozoides con integridad de la membrana, se muestra en el
Cuadro 2, en donde se observdé que la concentracion de 0.6 U/ml de SLO obtuvo un
valor mayor (57.44%) de los espermatozoides que recibieron las concentraciones de 0.2
U SLO/mly 1 U SLO/ml con 56.44% y 48.77%, aunque sin diferencia estadistica .De
manera importante no se encontr6 diferencia estadistica significativa (P>0.05) con el
tratamiento control. Por otra parte el nUmero de espermatozoides viables después del
sellado de los poros con BSA 5% fue menor para la concentracion de 5 U/ml de SLO,
obteniéndose una diferencia (P<0.05) en comparacion con los demas tratamientos.

Sin embargo el porcentaje de espermatozoides permeabilizados-vivos fue mejor para la

concentracion de 0.6 U/ml de SLO.

Cuadro 2. Medias de minimos cuadrados y error estandar del efecto de la diferentes
concentraciones de SLO, después del sellado de los poros producidos en la integridad de la
membrana del espermatozoide de cerdo.

Tratamiento Eyaculados Espermatozoides con membrana integra Permeabilizados -
U /ml SLO (n) (%) Vivos (%)
0 9 52.55 a -
0.2 9 56.44 a 6.89
0.6 9 57.44 a 8.51
1 9 48.77 0
5 9 39.27 b 0
E.E.M = 2.26

*Literales diferentes por columna indican diferencia (P < 0.05)
Error estandar de la media (E.E.M)

En la Gréafica 1, se observan los resultados obtenidos cuando fue aplicada la
prueba HOST/CBB, de la tasa de espermatozoides vivos y con acrosoma integro tratados
con 0.6 U /ml de SLO (63.72 + 1.75 %) fue mayor en comparacion con los demas
tratamientos, sin embargo no existio diferencia con los tratamientos de 0.2 (61.39 + 1.75
%) y el tratamiento Control (60.77 £ 1.75 %). En contraste los tratamientos con un menor
namero de espermatozoides vivos con acrosoma integro fueron los de 1 U SLOy 5 U
SLO, obteniendo (53.5 + 1.75 %) y (34.61 £ 1.75 %) respectivamente; existiendo una
diferencia (P<0.05) entre ambos y también con el Control, 0.2 U/mly 0.6 U/ml de SLO.
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Grafica 1. Efecto de las diferentes concentraciones de SLO, después del sellado de los
poros, en la viabilidad e integridad del acrosoma. Las barras representan medias de
minimos cuadrados + error estandar de la media (EEM). Medias con distinto
superindice en las barras, son diferentes (P<0.05).

Valores sometidos a la prueba de Tukey: Vivos con acrosoma y muertos con acrosoma
Valores sometidos a la prueba de Kruskall — Wallis: Vivos sin acrosoma y muertos sin
acrosoma

En cuanto al mayor porcentaje de espermatozoides muertos con acrosoma
integro fue obtenido por el tratamiento de 5 U/ml de SLO con 32.27 + 1.87 %, mientras
gue la concentracion que obtuvo un menor numero de espermatozoides muertos fue la
de 0.6 U/ml de SLO con 17.83 £ 1.87 %, (P<0.05). Sin embargo y a pesar que la dosis de
0.6 U/ml de SLO proporciondé un menor numero de espermatozoides muertos, no se
encontro diferencia con las demas dosis de 0.2 U/ml de SLO y el tratamiento Control
(18.80 +1.87 %y 19.22 +1.87 %)

En el caso del porcentaje de espermatozoides vivos sin acrosoma, los resultados
para los diferentes tratamientos Control, 0.2, 0.6, 1 y 5 U /ml de SLO, no se generaron
diferencia (P>0.05) y fueron siguientes (20.22, 22.88, 20.44, 25.05, 26.38 + 39.4%)
respectivamente. De igual manera el porcentaje de espermatozoides muertos con
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acrosoma, no genero diferencia (P>0.05) en ningun tratamiento; los resultados obtenidos
para el Control, 0.2, 0.6, 1 y 5 U /ml fueron los siguientes (24.27, 22,19.44, 25.38, 23.88 +
39.4).

El porcentaje de espermatozoides capacitados y con reaccion acrosomal,
obtenidos por medio de la tincién de CTC, se muestran en el Cuadro 3, en donde se
observa que el porcentaje de espermatozoides capacitados permanecié constante en
todos los grupos, sin diferencia (P=0.34). De la misma manera el ndmero de
espermatozoides con reacciébn acrosomal fue bajo para todos los tratamientos, no

encontrandose diferencia en ninguno (P=0.29).

Cuadro 3. Medias de minimos cuadrados y error estandar de espermatozoides capacitados y
con reaccién acrosomal con los poros sellados.

T[ft/;n::e:oto Eyac(t::)::l dos Capacitados * Reaccion acrosomal **
0 9 6.66 2.66
0.2 9 6.88 3.22
0.6 9 7.22 2.66
1 9 8.11 3.66
5 9 8.11 4.11
E.EEM 0.62 394

Error estandar de la media (EEM)
* Los valores sometidos a la prueba de Tukey
** Valores sometidos a la prueba de Kruskall - Wallis

En el Cuadro 4, se muestran el valor de motilidad progresiva (%) por tratamiento
después del sellado de los poros, el cual fue mejor para los tratados con 0.2 U/SLO y 0.6
U/ml de SLO, obteniendo 65.86% y 63.45% respectivamente en comparacion con el
Control (59.27%), encontrandose diferencia (P<0.05) Unicamente entre los tratamientos
de 0.2 U/ml y Control, sin embargo no difieren (P>0.05) de los tratados con 0.6 U/ml 1
U/mly 5 U/ml de SLO.
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Cuadro 4. Medias de minimos cuadrados y error estandar del porcentaje de motilidad
obtenido, después del sellado de los porosde la SLO.

Tratamiento Eyaculados Porcentaje de
U /ml SLO (n) motilidad
0 9 59.27 °*
0.2 9 65.86 °
0.6 9 63.443°
9 60.613°
9 60.57 2°
EEM = 1.32

Literales diferentes por columna indican diferencia (P < 0.05)
Error estandar de la media (E. E. M)

De acuerdo a los resultados obtenidos la concentracion de SLO a utilizar para
permeabilizar a los espermatozoides e introducir la trehalosa fue la de 0.6 U/ml, ya que
fue la concentracién que mostré un mayor numero de espermatozoides permeabilizados —

vivos después del proceso de sellado de los poros.

Para determinar la existencia de relacion entre las caracteristicas de viabilidad
espermatica, se realiz6 un analisis de regresion lineal, el cual arroj6 efectos significativos
(P < 0.05) al establecer una relacién positiva (R2 = 0.22) entre el porcentaje de
permeabilizacién, integridad de la membrana (R2= 0.42), de espermatozoides vivos y
con acrosoma integro (R2= 0.77) y muertos con acrosoma (R2= 0.75), con la presencia
de SLO (Cuadro 5). En el resto de las variables no existieron relaciones causa efecto

significativas (P > 0.05)
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El analisis muestra que el 22% de la variacién en el porcentaje de permeabilizacion
espermatica puede ser explicada por la presencia de la SLO. Mientras que el porcentaje
de integridad de la membrana, el porcentaje de espermatozoides vivos con acrosomay el
porcentaje de espermatozoides muertos con acrosoma su variacion fue del: 42, 77 y 75%,
respectivamente. Sin embargo, no se encontr6 una relacion lineal en el porcentaje de

espermatozoides capacitados y motilidad fue muy bajo (0.05 y 0.025 %) respectivamente.

Cuadro 5. Modelo de regresion lineal relacionando ( %) permeabilizacion, (%) integridad de
membrana, (%) vivos con acrosoma, (%)muertos con acrosoma,

(%) vivos sin acrosoma, (%) muertos sin acrosoma, (%) capacitados, (%) reaccidn acrosomal, (%)
motilidad con la concentracion de SLO.

Tratamiento Variable (%) Modelo R? P
Permeabilizacion y=53.8+2.7 0.22 0.001
Integridad de membrana y=55.2-3.2 0.42 0.0001
SLO Vivos con acrosoma y=62.3-55 0.77 0.0001
Muertos con acrosoma y=36.6+5.5 0.75 0.0001
Capacitados y=7.07+0.2 0.05 0.123
Motilidad y=62.47-0.3 0.025 0.295
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8.3 Efecto de la introduccién de trehalosa.

Cuadro 6. Medias y error estandar de espermatozoides viables e integridad del acrosoma
antes de congelar y tratados con trehalosa.

: Eyaculados Vivos con Muertos con Vivos sin Muertos sin
Tratamiento (n) acrosoma * acrosoma * acrosoma ** acrosoma **
mM de trehalosa
0 9 80.83 2 18.44° 11.55 12.05
100 9 54.55°% 43.33 ® 14.77 15.5
200 9 57.88 b 41.61° 15.66 14.44
E.E.M 2.29 2.13 23.81
Polinomios ortogonales de tratamientos
Efecto lineal 0.0001 0.0001
Efecto
cuadratico 0.0001 0.0001

Literales diferentes por columna indican diferencia (P < 0.05)
Error estandar de la media (EEM)

*Valores sometidos a la prueba de Tukey

** Valores sometidos a la prueba de Kruskall - Wallis

Los resultados del numero de espermatozoides vivos y con acrosoma integro
evaluados por la prueba dual HOST/CBB se muestran en el Cuadro 6, donde se puede
observar que para los tratamientos de 100 mM y 200 mM de trehalosa fueron 54.55 % vy
57.88 % respectivamente, sin diferencia (P>0.05) entre ambos. Sin embargo comparando
estos resultados con los del semen fresco (control), se obtuvo diferencia (P<0.05) ya que
los resultados obtenidos con los tratamientos de trehalosa fueron menores. En cuanto al
namero de espermatozoides muertos con acrosoma intacto, se vio aumentado en los
espermatozoides tratados con trehalosa 100 mM y 200 mM, obteniéndose 43.33 % y
41.61 % respectivamente, sin diferencia entre ambos, pero si con el grupo control (P <
0.05). El porcentaje de espermatozoides vivos Sin acrosoma y muertos sin acrosoma,
permanecié constante y sin diferencia entre los tres grupos.

Ademas de comparar los tratamientos, se recurri6 a la técnica de polinomios
ortogonales, para conocer la naturaleza de la respuesta de las variables de vivos con
acrosoma y muertos con acrosoma, encontrandose un efecto lineal (P = 0.0001) y

cuadratico (P = 0.0001) en ambas variables, lo cual indica que la presencia de la
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trehalosa tiene un efecto constante, llegando hasta un punto en el cual empieza a
decrecer.

El porcentaje de espermatozoides con la membrana integra, se muestra en el
Cuadro 7, en el que también se observa que existe una diferencia estadistica significativa
(P=0.0001) entre los tratamientos de trehalosa 100 mM y 200 mM (59.33 % y 59.77 %
respectivamente), con el semen control (74.66 %), es decir el numero de
espermatozoides con la membrana integra fue menor para los grupos experimentales
tratados con trehalosa. Por otro lado no se obtuvo diferencia (P>0.05) entre ambos
tratamientos de trehalosa 100 mM y 200 mM. En cuanto a la naturaleza de la respuesta
de esta variable se encontr6 un efecto lineal (P = 0.0001) y cuadrético (P = 0.001), lo cual
indica que la presencia de la trehalosa tiene un efecto constante, llegando hasta un punto

en el cual empieza a decrecer.

Cuadro 7. Medias y error estandar de espermatozoides con membrana integra, tratados con
trehalosa antes de congelar.

Tratamiento Eyaculados Espermatozoides
mM de trehalosa (n) con membrana integra (%)
0 9 74.66 ®
100 9 59.33 ®
200 9 59.77 ®
EEM = 1.73
Polinomios ortogonales
Efecto lineal 0.0001
Efecto cuadratico 0.001

Literales diferentes por columna indican diferencia (P < 0.05)
Error estandar de la media (EEM)
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Los resultados obtenidos en cuanto al porcentaje de motilidad espermatica,
después de la adicién de la trehalosa y sellado de los poros, se muestran en el Cuadro 8.
Donde se puede observar que ambos tratamientos de trehalosa 100 mM y 200 mM,
obtuvieron porcentajes inferiores, 58.46 y 36.25 respectivamente, al semen fresco
(control), siendo la concentracion de 200mM, la que obtuvo el porcentaje de motilidad méas
bajo, existiendo una diferencia significativa entre todos los grupos (P<0.05). También se
encontré un efecto lineal (P= 0.001), indicando que el porcentaje de motilidad, entre los

niveles sucesivos de la trehalosa permanece constante.

Cuadro 8. Medias de minimos cuadrados y error estandar del porcentaje de motilidad
espermatica antes del proceso de criopreservacion.

Tratamiento Eyaculados Porcetaje de
mM de trehalosa (n) motilidad
0 9 81.55 ®
100 9 58.46 °
200 9 36.25°¢
EEM = 1.22
Polinomios ortogonales
Efecto lineal 0.001
Efecto cuadratico 0.732

Literales diferentes por columna indican diferencia (P < 0.05)
Error estandar de la media (EEM)
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8.4 Viabilidad al descongelado.

Los resultados del porcentaje de espermatozoides vivos y con acrosoma integro
se muestran en el Cuadro 9. En donde el porcentaje de espermatozoides vivos y con
acrosoma integro fue mayor para los espermatozoides tratados con 100 mM de trehalosa
(7.83 %) en comparacion con los tratados con 200 mM de trehalosa (6.05 %), sin
embargo no se encontré diferencia (P > 0.05) entre ambos tratamientos. Unicamente se
encontré una diferencia significativa (P < 0.05) entre los tratamientos del grupo control
(9.89 %) y el tratamiento de 200mM de trehalosa. Los resultados de la prueba del grado
del polinomio indican que los efectos lineales fueron significativos (P= 0.001), es decir que
el porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma integro se incrementa linealmente

a medida que se adicionan mayores cantidades de trehalosa.

Cuadro 9. Medias de minimos cuadrados y error estandar de espermatozoides vivos con
acrosoma integro y espermatozoides con acrosoma integro al descongelado.

Tratamiento Eyaculados Espermatozoides vivos Espermatozoides con
mM de trehalosa (n) con acrosoma integro acrosoma integro
0 9 9.89° 13.61°
100 9 7.832° 40.61 °
200 9 6.05° 33.27°
E.EEM 0.76 3.08
Polinomios ortogonales de tratamientos
Efecto lineal 0.001 0.0001
Efecto cuadratico 0.884 0.0002

Literales diferentes por columna indican diferencia (P < 0.05)
Error estandar de la media (E. E. M)

Sin embargo, al realizar el conteo total de espermatozoides con acrosoma integro,
(Cuadro 9), se not6 un aumento notable en el porcentaje de espermatozoides con
acrosoma integro tratados con 100 mM y 200 mM (40.61 % y 33.27 %) respectivamente
ya que el nimero de células con acrosoma integro llego a ser mayor del doble al de los

espermatozoides tratados con 3% de glicerol (control), encontrandose una diferencia
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significativa (P<0.05) entre el Control (13.61 %) y los tratados con trehalosa, pero no entre
ambos tratamientos de trehalosa.

El efecto lineal (P = 0.0001) y cuadratico (P= 0.0002), fueron significativos, lo cual
indica que el porcentaje de espermatozoides con acrosoma integro se incrementa
linealmente hasta alcanzar un maximo y posteriormente mantenerse y empezar
ligeramente a descender en la medida que se adicionan mayores cantidades de trehalosa.

El porcentaje de espermatozoide con la membrana integra, se muestran en el
Cuadro 10 y se puede observar que ninguno de los tratamientos de 100 mM y 200 mM de
trehalosa superé el porcentaje de células viables, obtenido con el diluyente de
congelaciéon con 3% de glicerol (Control) ya que obtuvieron 17.44 % y 17.11 %,
respectivamente, mientras que el grupo control proporciono 19.77 %, encontrdndose una
diferencia significativa (P<0.05). Sin embargo no se encontrd una diferencia entre ambos
tratamientos de trehalosa 100 mM y 200 mM.

El efecto lineal fue significativo (P = 0.008), indicando que el porcentaje de

motilidad, entre los niveles sucesivos de la trehalosa permanece constante.

Cuadro 10. Medias de minimos cuadrados y error estandar de espermatozoides con membrana
integra al descongelado.

Tratamiento Eyaculados Espermatozoides
mM de trehalosa (n) con membrana integra (%)
0 9 19.77 32
100 9 17.44°
200 9 17.11°
E.E.M =0.65
Polinomios ortogonales
Efecto lineal 0.008
Efecto cuadratico 0.224

Literales diferentes por columna indican diferencia (P < 0.05)
Error estandar de la media (E. E. M)
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Respecto a la motilidad observada en los espermatozoides obtenidos con los

tratamientos de trehalosa de 100 mM y 200 mM a pesar de que en las pruebas anteriores

se muestra que estan viables, la motilidad observada fue escasa (9.5 %) para ambos

grupos , mientras que el grupo control mostré una motilidad del 23 % (Cuadro 11).

Cuadro 11 Medias de minimos cuadrados y error estandar del porcentaje de motilidad

obtenido al descongelado.

Tratamiento Eyaculados Porcetaje de
U.l /ml SLO (n) motilidad
0 9 23
100 9 9.5
200 9 9.5
EEM =23.81
P =0.0001

Valores sometidos a la prueba de Kruskall - Wallis.
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9. DISCUSION

La trehalosa ha sido aplicada en los procesos de criopreservacién en diversos
tipos celulares como eritrocitos, liposomas, bacterias, larvas, espermatozoides (Lynch y
Slater, 2011). Son varios los mecanismos por los cuales se propone que la trehalosa
tiene efectos crioprotectores, estos incluyen la formacién de una capa protectora que
estabiliza las biomoléculas de las membranas, asi como una obstruccion en la formacién
de cristales de hielo (Crowe et al., 1998; Chen et al., 2001; Elliot et al., 2006; Jain y Roy,
2009).

En el presente trabajo se demostré que la presencia intracelular de trehalosa a
una concentraciéon de 100 mM mantuvo de manera notable la integridad del acrosoma en
los espermatozoides permeabilizados y criopreservados de cerdo, en comparacion con
el grupo control que contenia 3% de glicerol, llegando esta diferencia a ser de mas del
27% después del proceso de congelacion — descongelacion, favoreciendo a los
espermatozoides tratados con 100 mM de trehalosa. Estos resultados concuerdan con los
reportados en espermatozoides de cerdo 35 % (Gutiérrez et al., 2009), conejo 53 %
(Dalimata y Graham,1997), carnero 75% ( Aisen et al., 2002) , perro 29% (Yildiz et al.,
2007) , caballo 73% (Ramirez, 2008), y elefante 72 % (Saragusty et al., 2008) , en los
cuales la trehalosa fue adicionada al medio de congelacion.

Los resultados de la prueba dual HOST /BBC, permitieron demostrar que la
trehalosa (100 mM) fue introducida en los espermatozoides permeabilizados y que fue
capaz de mantener a los espermatozoides de cerdo vivos y con acrosoma integro ain en
ausencia de otro crioprotector en el diluyente de congelacién. Con lo cual se puede inferir
que la trehalosa de manera intracelular es capaz de estabilizar las membranas biolégicas
y proteinas, antes y después del proceso de congelacién — descongelacion.

Asi mismo, este mismo tipo de espermatozoides fueron capaces de mantener la
membrana integra (Cuadro 10). Si bien el nimero de espermatozoides fue reducido ello
se debio al bajo porcentaje de espermatozoides permeabilizados obtenidos (Cuadrol), lo
cual se encuentra relacionado con el tipo de célula a permeabilizar y por la cantidad de
colesterol presente (Hu et al., 2008).

En los espermatozoides de bovino, Sitaula et al (2009), empleando trehalosa (200

mM) de manera intracelular y extracelular, pero liofilizando a las células, mostraron 40%
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de sobrevivencia de las células, sin embargo en dicho estudio no se mostré el porcentaje
de célula permeabilizadas.

Por otra parte, se ha sefialado que para que la trehalosa tenga un efecto
crioprotector significativo debe encontrarse tanto intra como extracelularmente, ya que
en un estudio realizado en ovocitos de humano por Eroglu et al (2002) encontraron que
la concentracion de 150 mM de manera intracelular de trehalosa y 500 mM extracelular,
aumenta el porcentaje de sobrevivencia hasta un 66% a — 60° C, sin embargo, en otro
estudio realizado por el mismo autor pero en ovocitos de raton llegd a la conclusion de
que la presencia de treahalosa a una cocentracion de 100 mM y 150 mM Gnicamente de
manera intracelular provee una remarcable proteccion frente al estrés asociado al
proceso de congelacion y que no altera la division celular y el desarrollo de blastocistos.
Con el mismo objetivo en otro estudio realizado en eritrocitos de humano por Lynch y
Slater (2011) se establece que una concentracion de 200 mM de trehalosa incrementa la
criosobrevivencia Sin embrago, en el presente estudio so6lo las células con el
crioprotector presente en la parte interna se mantuvieran viables, aunque no descartamos
que su empleo de manera extracelular mejore la viabilidad. Si bien en este estudio el
porcentaje de motilidad en los espermatozoides tratados con trehalosa (100 mM y 200
mM) al descongelado resultdé ser escaso y por lo tanto no pudo ser valorada de manera
subjetiva, una propuesta razonable es pensar que fue debido al nimero limitado de
células permeabilizadas obtenidas (25X106 de 300X106 del total de células
criopreservadas). No se descarta la posibilidad de que el escaso movimiento podria
deberse entre otras cosas a un aumento en la viscosidad del citoplasma, causado por la
misma trehalosa, ya que esta es una de las propiedades que ofrece para proteger a las
biomoléculas (Jain y Roy 2009).

El nimero elevado de células muertas obtenidas en este estudio, aun en el grupo
control, pudo ser debido al efecto de las repetidas centrifugaciones realizadas durante el
proceso de permeabilizacion y sellado de los poros producidos por la SLO, ya que se le
realizd el mismo manejo a todos los tratamientos, y se ha sefialado que durante este
procedimiento se generan especies reactivas de oxigeno (ROS) que ocasionan dafio en
la membrana celular irreversible, a través de una peroxidacion lipidica (Membirillo et al.,
2003; Rijsselaere et al. 2002).

En cuanto a la permeabilizacion de las células, el analisis de regresion indicé que

sblo el 22% de permeabilizacion es explicada por la presencia de SLO (Cuadro 5),
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obteniendo un porcentaje bajo (Cuadro 1), lo cual difiere de manera notable con el estudio
realizado por Johnson et al. (1999) en espermatozoides de raton, ya que utilizando la
dosis de 0.6 U/ml de SLO obtuvo 80% de células permeabilizadas. Otros dos
experimentos realizados en espermatozoides de humano por Yunes et al., (2000) y otro
por parte de Michaut et al, (2000), refieren un 100% de espermatozoides
permeabilizados. Esto ultimo difiere con los resultados obtenidos por Johnson et al.,
(1999), quienes reportan 25% de células muertas en el grupo control, el cual es mucho
menor comparado con el porcentaje de este tipo de células obtenido en este estudio, y
que posiblemente se deba a un procedimiento de manejo diferente en el estudio realizado
por Johnson et al., (1999), de investigadores. Aunque otro factor involucrado en el
porcentaje tan bajo de permeabilizacién, podria ser atribuido al tipo de célula, ya que
como se mencioné la SLO es una toxina que se une al colesterol presente en la
membrana plasmética de la célula (Hu et al., 2008). En el caso del espermatozoide de
cerdo se reporta que la proporciéon molar de colesterol: fosfolipidos es baja (0.12 - 0.20)
(Cérdova et al., 2001; Cross, 1998), comparada con la del espermatozoide de humano
que es de 0.83 vy las células nucleadas que se encuentran en un rango que va de 0.4 a
0.8 (Cross, 1998). Tampoco debemos descartar el tiempo de exposiciéon a la SLO, ya que
en los experimentos realizados por Walev et al. (2001), Yunes et al. (2000) y Michaut et
al. (2002), el tratamiento de las células fue de 15 min, sin embargo el tiempo de
exposicion empleado por nosotros coincide con el de Johnson et al. (1999) y Fawcett et
al. (1998), ya que en este ultimo trabajo realizado en miocitos de rata, se encontré que a
medida que aumenta el tiempo de exposicion a la toxina el porcentaje de células muertas
aumenta y el de permeabilizadas - selladas se ve disminuido. Por lo cual podria se podria
pensar que es mejor el tiempo de exposicion a 5 min que el utilizado por Walev et al.
(2001), Yunes et al. (2000) y Michaut et al. (2002), ya que en estos estudios no se realizd
el sellado de los poros para valorar su viabilidad. Si bien en el presente estudio el
mayor niumero de espermatozoides permeabilizados fue con la concentracion de 5 U/ml
de SLO, el analisis de regresion (Cuadro 5), demuestra que a medida que aumenta la
concentracion de la SLO en el medio, la viabilidad espermatica disminuye, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos por Fawcett et al. (1998) y Walev et al, (2001)
en un estudio empleando células THP.

Hasta el momento no existen reportes en donde se permeabilicen

espermatozoides con SLO con su posterior sellado de los poros, por lo cual comparando
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nuestros resultados con los de otros trabajos en diferentes tipos celulares, encontramos,
gue existié una diferencia muy notoria en cuanto al porcentaje de células permeabilizadas
y satisfactoriamente selladas. Fawcett et al., (1998) en miocitos de rata, con las
concentraciones de 0.2U /ml de SLO y 0.6 U /ml de SLO, obtuvieron 50% y 25%, de
células permeabilizadas y satisfactoriamente selladas, respectivamente, lo cual concuerda
con los resultados obtenidos por Walev et al., (2001) en células THP. Lo cual se relaciona
con el tipo celular a tratar debido a la proporcién de colesterol presente en la célula.

Para el sellado de los poros producidos por la SLO, Walev et al., (2001), enfatizan
que la presencia de Ca2+ es indispensable, sin la necesidad de afiadir SFB, o partes del
suero como la BSA, lo que difiere de manera importante con la metodologia realizada por
Fawcett et al.,1998, ya que en su estudio el sellado de los poros, se realiz6 por medio de
la adicion de SFB al 5%; y la presente investigacién coincide con esto Ultimo, ya que
nosotros utilizamos la adicién de BSA al 5%. Sin embargo para valorar esta discrepancia
realizamos un pequefo experimento, en el que los espermatozoides fueron tratados con
Ca2+, SFB 5% y BSA 5%, no encontrandose diferencia alguna entre estos tres
tratamientos, pero si un incremento en el nimero de espermatozoides sin acrosoma en
los grupos de espermatozoides tratados con calcio (datos no mostrados).

Para determinar que la permeabilizacién por parte de la SLO estuvo limitada a la
membrana plasmatica del espermatozoide de cerdo, la integridad del acrosoma fue
valorada por medio de la prueba HOST/CBB y CTC, no encontrando una diferencia entre
los espermatozoides permeabilizados y el grupo control. Esto cual concuerda con los
datos obtenidos por Johnson et al; (2000) en espermatozoides de raton; ya que el 75% de
los espermatozoides permeabilizados mantuvo el acrosoma. Con esto se deduce que la
exposicion de 5 min a la SLO no es suficiente para inducir la reaccién acrosomal en el
espermatozoide y queda limitada a la membrana plasmatica.

Ya que en el presente estudio se empleé BSA al 5% para el sellado de los poros
producidos por la SLO, se realiz6 la prueba de CTC para valorar el estado de
capacitacion del espermatozoide (Kaneto et al., 2002; Garzén, 2008). La BSA promueve
la capacitacion del espermatozoide actuando como un aceptor del colesterol vy
favoreciendo su eflujo de la membrana plasmatica, lo que resulta en una disminucion de
la proporcién de colesterol: fosfolipidos que contribuye a un incremento de la fluidez de la
membrana, seguido de un incremento de la permeabilidad i6nica (Vadnais et al., 2007).

Nuestros resultados mostraron que el empleo de la BSA, no produjo ningun efecto sobre
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la fisiologia del espermatozoide. En cuanto al porcentaje de motilidad obtenido después
del sellado de los poros (Cuadro 4), las concentraciones de 0.2 y 0.6 U/ml de SLO
presentaron 65.86% y 63.44% de espermatozoides motiles, respectivamente, siendo
estos porcentajes superiores a los del grupo control (59.27%). Y si bien el nimero de
espermatozoides permeabilizados fue bajo, estos resultados nos sugieren que la SLO no
fue toxica a estas dosis para las células, ya que las no permeabilizadas se mantuvieron
moviles.

Finalmente, uno de los efectos mas notables en los espermatozoides
permeabilizados y tratados con trehalosa (100 mM y 200 mM) antes de congelar (Cuadro
6), fue la capacidad de este azlcar para estabilizar a las membranas y proteinas
(Gutiérrez, 2009), ya que una gran parte de estos espermatozoides a pesar de estar
muertos seguian conservando el acrosoma integro. Por lo anterior mas estudios son
necesarios para tratar de lograr un mayor niumero de espermatozoides vivos, antes de ser
sometidos al proceso de permeabilizacion con la SLO, y con ello demostrar sin lugar a
duda que la introduccion de la trehalosa mantiene la viabilidad del semen después del
proceso de criopreservacion.

El porcentaje de motilidad progresiva observada en los espermatozoides
permeabilizados y tratados con trehalosa (100 mM y 200 mM), comparados con el semen
fresco (control), fue inferior. Lo anteriores el resultado del bajo porcentaje de
espermatozoides permeabilizados - vivos (Cuadro 2), aunque de la misma forma no hay
que descartar el incremento de la viscosidad producida por la trehalosa o al cambio
hiperosmético producido por el azucar, ya que un aumento en la molaridad del medio
interviene de manera negativa en la motilidad del espermatozoide (Sitaula et al., 2009;
Ramirez, 2008) y esto podria ser la causa de que la concentracion de 200mM de
trehalosa fue la que proporcioné un menor porcentaje de motilidad (Jain y Roy, 2009;
Crowe et al., 1998). Por lo anterior habria que llevar a cabo méas pruebas para descartar

las demas hipotesis.
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10. CONCLUSIONES

1.- La presencia de trehalosa de manera intracelular en el espermatozoide
mantuvo la viabilidad del semen de cerdo durante el proceso de congelacion —
descongelacion.

2.- La adicién de trehalosa a una concentracion de 100 mM al medio intracelular,
presenta un efecto protector importante, ya que mantuvo la integridad del acrosoma al
descongelado en mas de un 27%, comparado con el diluyente de congelacién con
glicerol al 3%.

3.- El porcentaje de permeabilizacién producido por la SLO, es dependiente de la
concentracion a utilizar, debido a que mayor concentracién, mayor es el nidmero de
células permeabilizadas; asi como del tipo de célula (germinal o somatica).

4.- La viabilidad después del proceso de permeabilizacion producido por la SLO
en los espermatozoides de cerdo, disminuye a medida que la concentracién de SLO

aumenta.
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11. PERSPECTIVAS

1.-Estandarizar la técnica de permeabilizacion reversible por medio del uso de la
SLO, llevando a cabo ciertas variaciones como modificar el medio de incubacién, ya que
en la presente investigacion se realizé en PBS y podria experimentarse con MJB (109
mM NaCl, 25 mM HEPES, 25 mM Lactato de sodio, 25 mM NaHCO3, ,, 5.6 mM Glucosa,
5 mM KCI, 2.0 mM CaCl2, 1.2 mM MgCI2, 1.0 mM piruvato de Na+) (Johnson et al.,
1999) omitiendo el CaCl2 y NaHCO3, Medio Basal Tyrode (116.73 mM NacCl, 2.80 mM
KCI, 0.36 mM NaH2PO4, 5.56 mM Glucosa (Garcia et al., 2005).

2.-Realizar otro tipo de tinciones que nos proporcionen una mejor informacion
acerca del estado de viabilidad de la muestra, como serian una tincion dual con yoduro
de propidio y diacetato de fluoresceina, asi como también la prueba de fragmentacion de
ADN.

3.- Adicionar al medio de congelacion 3.3 mM de KCI, para favorecer la motilidad
al descongelado (Gutiérrez, 2009).

4.- Valorar qué cantidad de trehalosa esta presente en el interior del
espermatozoide de cerdo, la cual podria ser cuantificada por medio de HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Presién) o valorada por medio de la tincion de Amarillo

Lucifer.

5.- Una vez estandarizada la técnica de permeabilizacion con el uso de la SLO y
habiendo determinando la presencia de trehalosa en el citoplasma de los
espermatozoides y que esta mantenga su viabilidad al descongelado, los resultados
esperados al usar esta metodologia en programas de inseminacion artificial tendrian que
ser iguales o superiores a los obtenidos con semen refrigerado debido a que los
resultados obtenidos en la presente investigacion demuestran que la trehalosa es capaz

de mantener a los espermatozoides vivos y con acrosoma integro.
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