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RESUMEN

El proceso de fertilizacién se caracteriza por una serie de eventos que ocurren
tanto en el ovocito como en el espermatozoide, que conducen a la formacién del
cigoto y finaliza con la formacién de un nuevo individuo. Los espermatozoides deben
pasar por una serie de eventos moleculares, llamados globalmente capacitacion.
Este proceso involucra el reordenamiento de lipidos y proteinas, cambios en la
permeabilidad de iones y la fosforilacion de muchas proteinas, asi como, la pérdida
de colesterol que provoca la reorganizacion de las balsas lipidicas. Durante la
criopreservacion, los espermatozoides disminuyen su capacidad fertilizante, esto se
ha relacionado con alteraciones en la membrana plasmatica. Los espermatozoides
de cerdo presentan, hasta la fecha, la mayor dificultad en preservarse. Este efecto se
ha relacionado con la composicion lipidica de la membrana plasmatica. Solo el 2.5 %
de los espermatozoides criopreservados conservan su funcionalidad completa
(viabilidad, movilidad, morfologia y capacidad de fertilizacién). El objetivo de este
trabajo fue determinar el efecto de la criopreservacién sobre la distribucién de las
balsas lipidicas y sobre la concentracion de colesterol en la membranade
espermatozoides de cerdo. Para determinar los cambios que se presentan en la
distribucién de balsas lipidicas de espermatozoides de cerdo sometidos a
criopreservacion, se utilizé la toxina de célera unido a fluoresceina (CTX-FTC), como
marcador del GM1, glucésido que se encuentra acoplado a las balsas lipidicas,
comparandolos con las muestras antes de ser criopreservadas y con
espermatozoides que se capacitaron in vitro. Encontrandose 5 patrones de
distribucién de fluorescencia: A: en flagelo y cabeza, B:intensa en la cabeza pero
débil en el flagelo, B1: intensa en la cabeza destacando un anillo semicircular y débil
en el flagelo, C:intensa en la cabezay D: en la regién post-acrosomal de la cabeza y
pieza intermedia del flagelo. Las medias para el porcentaje de los patrones
encontrados en espermatozoides no capacitados fueron A el 88.7, B el 6.3 y C 5;
capacitadosin vitro A el 5.5, B el 22.7 y C 71.8; criopreservados A €el57.8, B el 13.9,

B1 el 1.7, C el 17.1 y D 9.5. Del andlisis de concentracion de colesterol de la

Xi



membrana plasmatica utilizando el kit Amplex Red, se encontraron 183.6 pug/ml en
espermatozoides no capacitados,147.6 ug/mi en espermatozoides
capacitados(p<0.005),mientras que en el grupo de criopreservados el colesterol solo
se encontrd en el medio de congelacion 487.9 ug/ml. El proceso de criopreservacion
dafna la membrana plasmatica de los espermatozoides, provocando la migracién de
las balsas lipidicas hacia la cabeza del espermatozoide y causa una pérdida
importante de colesterol de la membrana plasmatica, incrementando enlos
espermatozoides capacitados. Sin embargo se requieren otros estudios
complementarios tales como analisis de movilidad asistido por computadora,
ensayos de reaccidén acrosomaly cuantificar decolesterol en balsas lipidicas aisladas.
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ABSTRACT

The process of fertilization is characterized by a series of events that occur in
both the oocyte and the sperm, which lead to the formation of the zygote and ends
with the formation of a new individual. Sperm must undergo a series of molecular
events, called capacitation globally. This process involves the reorganization of lipids
and proteins, changes in ion permeability and phosphorylation of many proteins and a
reorganization of the plasma membrane domains called lipid rafts, cholesterol and
loss of plasma membrane not that rafts. During cryopreservation sperm fertilizing
capacity decrease there has been linked to alterations in the plasma membrane. Boar
sperm have, to date, the greatest difficulty in preserving. This effect has been related
to the lipid composition of the plasma membrane. Only 2.5% of cryopreserved sperm
retain their full functionality (viability, motility, morphology and fertilizing capacity). The
aim of this study was to determine the effect of cryopreservation on the distribution of
lipid rafts and cholesterol concentration in the membrane of boar sperm. To
determine the changes that occur in the distribution of lipid rafts of boar spermatozoa
undergo cryopreservation, the cholera toxin bound to fluorescein (CTX-FTC), a
marker of GM1, glucose that is coupled to the lipid rafts used, comparing the samples
before and cryopreserved sperm that were trained in vitro. Finding three fluorescence
patterns: A: flagellum and head, B: Fluorescence labeled weak in the head but in the
flagellum and C: fluorescence in the acrosomal region and postacrosomal and
absence in the flagellum. Sperm non-capacitatedA 88.7%, B 6.3% and C 5%;
capacitated A 5.5%, B 22.7% and C 71.8%; cryopreserved A 57.8%, B 13.9% and C
17.1%. Analysis of concentration of plasma membrane cholesterol using the Amplex
Red kit, 183.6 pug/ml were found in non-capacitated sperm, 147.6 ug/ml in capacitated
sperm, while in the cryopreserved group of cholesterol is only found in the middle
freezing 487.9 ug/ml. The cryopreservation damages the sperm plasma membrane,
causing a slight increase in lipid rafts migration towards the sperm head and the loss
of plasma membrane cholesterol, increasing the capacitated sperm. More studies are
needed that complement our results by determining the difference in mobility using a

Xiii



computerized system, which would provide a more objective analysis; RA evaluate
training and chlortetracycline and assays with Coomassie to determine whether the
value of the position of the lipid rafts, performed here by tracking GM1, correlates with
these processes and quantifying cholesterol in isolated lipid rafts, to determine is the

proportion that is anchored to them.
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1 INTRODUCCION

El proceso de fertilizacidbn se caracteriza por una serie de eventos entre el
ovocito y el espermatozoide que conducen a la formacién del cigoto y finaliza con la
formacién de un nuevo individuo(Naz y Rajesh 2004).El espermatozoide debe
someterse a una serie de cambios bioquimicos y fisiolégicos llamado Capacitacion,
que permite que el espermatozoide se una a la zona peluciday realice la reaccion
acrosomal(Cross 2004, Gadella et al. 2008).

En las ultimas dos décadas, varios grupos de investigacion han reportado que
un gran numero de eventos moleculares quecorrelacionan con la induccién de la
capacitaciéon, son el reordenamiento de lipidos y proteinas, la regulacion de la
permeabilidad de iones y la fosforilacion de muchas proteinas,asi como la
reorganizacion de balsas lipidicas resultado de la pérdida de colesterol(Boerke et al.
2008, Visconti et al. 2011).Procesos como la criopreservacion, afecta estructuras
como la membrana plasmaética, integridad del acrosoma y provoca alteraciones en la
funcion mitocondrial en relacién con los espermatozoides no capacitados. El 50% de
los espermatozoides criopreservados que sobreviven al proceso de congelacién-
descongelacién, presentan el fendmeno de criocapacitacion, teniendo una vida mas

corta y poca eficiencia reproductiva (Hernandez et al. 2007, Bailey et al. 2008).

Hasta la fecha, Los espermatozoides de cerdo presentan,la mayor dificultad
para preservarse, tanto a 16-18°C como congelados. Estas dificultades parecen
deberse a caracteristicas particulares de su membrana plasmatica.

1.1 Membrana plasmatica

La membrana plasmatica es un componente celular generado por
interacciones de gran complejidad cuya estructura y funcién no vienen determinadas
por el genoma celular (Mouritsen y Zuckermann 2004).La organizacién de las células
eucariotas estd determinada en gran medida por sus membranas bioldgicas,
cuyafuncién y estructurase basan en las propiedades intrinsecas de loslipidos de



membrana.Son entidades dinamicas y fluidas ya que la mayoria de sus lipidos y
proteinas son capaces de moverse en el plano de la membrana, ademas de sufrir un
continuo recambio de sus componentes. Su funcién principal es servir como un limite
fisico de naturaleza hidrofobica entre diferentes compartimentos acuosos(Sonnino y
Prinetti 2013).La bicapa lipidica se caracteriza por varias propiedades basicas que
son importantes para sus funciones biologicas: la bicapa es una estructura estable,
que permite que sus componentes tengan cierto grado de movilidad lateral ycomo
consecuencia, los componentes se pueden organizar creando areas (dominios)

altamente diferenciadas en composicion y arquitectura(Prinetti et al. 2009).

1.2 Balsas lipidicas

El modelo de mosaico fluido de Singer y Nicolson, ha sido la base para
entender la estructura de las membranas celulares. Describe como los fosfolipidos
de la membrana se ordenan en una bicapa formando una matriz fluida, donde se
encuentran proteinas periféricas e integrales, unidas a la doble capa de lipidos, pero
distribuidas de forma aleatoria. Esta distribucion permite que los lipidos y las

proteinas tengan movimiento lateral y de rotacién.

Figura 1 .Modelo de mosaico fluido propuesto por Singer y Nicolson(Singer y Nicolson 1972)

El modelo de mosaico fluido ha ganado complejidad con el postulado de la

existencia de dominios o regiones en las membranas biolégicas (Colas et al. 2012).



El origen de la hipbtesis de microdominios de membrana o balsas lipidicas (lipid
rafts) se basd en las observaciones de la membrana apical de células epiteliales
donde existe wuna alta concentracion de ciertos lipidos (colesterol vy
glicoesfingolipidos) (Simons y Van Meer 1988) y se formaliz6 posteriormente por
Simon e Ikonen(1997 ). Inicialmente, se definieron como Detergent-
ResistantMembrane(DRMs) por las propiedades que permiten su extraccidon en
presencia de Tritébn X-100 al 1 %, y a que debido a su baja densidad, flotan en la
mitad superior de un gradiente de sacarosa del 5 al 30 % (Pike 2004). Una de las
razones por la que ha sido tan dificil demostrar su existencia es que pueden ser
pequenas, pero cuando se activan, se agrupan para formar grandes plataformas, en
donde las proteinas que se encuentran en ellas pueden interactuar (Simons y
Ehehalt 2002); miden entre 10 y 200 nm, poseen caracteristicas fisicas y quimicas
que las diferencian del resto de la membrana. Debido a las interacciones entre los
componentes de la membrana, pueden formarse varios tipos de subdominios con

caracteristicas y funciones diferentes (Helms y Zurzolo 2004).

1.2.1 Balsas planas

Alineadas en el plano de la membrana y su caracterizacién ha sido muy dificil
debido a su tamano pequefio (10-200 nm) (Pike 2006).

1.2.2 Caveolas

Un grupo de rafts llamados caveolas (Figura 2c) se forma por polimerizacion
de caveolinas o de proteinas integrales de membrana relacionadas con las
caveolinas (por ejemplo la flotilina) que se unen fuertemente al colesterol (Murata et
al. 1995). La caveolina forma homo y hetero-oligdmeros de masa molecular elevada,
qgue van desde 200 hasta 600 kDa(Monier et al. 1995, Scheiffele et al. 1998). Aunque
las funciones generales de las caveolas todavia no se definen completamente, se
cree que estan implicadas en el transporte de colesterol (Simons y Ikonen 2000), el
trafico de la membrana (Nelson y Rodriguez-Boulan 2004), y la transduccion de

sefales (Ostrom et al. 2004).
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Figura 2. Modelo de organizacion de rafts o caveolas en la membrana plasmatica. Los rafts (rojo-verde) se segregan
desde las otras regiones (azules) en la bicapa en la que la fosfatidilcolina insaturada esta predominantemente en la
cara exoplasmca, que tiene una organizacion diferente de colesterol intercalado de la que hay en los rafts. a) Los rafts
contienen proteinas pegadas a la cara exoplasmica de la bicapa por sus anclas de GPI, las proteinas unidas a la cara
citoplasmica por colas de acilo (Se muestra la proteina Yes de la familia de cinasas Src), o proteinas asociadas a
través de su dominio transmembranal como las proteinas virales neuraminidasa y hemaglutinina (asociadas con DIGs
(Detergent-Insoluble Glycolipids [glicolipidos insolubles en detergentes], en las membranas virales). b) La bicapa
lipidica en los rafts es asimétrica con esfingomielina (rojo) y glicoesfongolipidos (rojo) enriquecidos en la cara
exoplasmica y glicerolipidos (fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina) en la cara citoplasmica (verde). El colesterol
(gris), se presenta en ambas caras y llena el espacio bajo los grupos de la cabeza de los esfingolipidos o se extiende
entre la cadena acilo grasa en la zona cercana. c. Las caveolas estan formadas por moléculas de caveolina

ensambladas que hacen una invaginacion en la membrana. Las interacciones con los rafts pueden mediarse por la

unién de colesterol y por acilacion de las cisteinas del extremo C-terminal. Tomado de Simons e lkonen(2002).
Lipidos

El colesterol es un componente esencial de la membrana de las células

eucariotas, es el precursor para la sintesis de hormonas esteroides y regulador de

multiples procesos fisiologicos. En la membrana plasmatica desempefa numerosas

funciones, como mantener su integridad y facilitar la senalizacién celular.

Una molécula anfipatica que se intercala entre los fosfolipidos y glicolipidos en

el interior hidrofébico de la membrana plasmatica. Su concentracién puede aumentar

o disminuir dependiendo del grado de saturacién o insaturacion de las cadenas de

acidos grasos, evitando que las cadenas se unan, manteniendo asi la fluidez de la



membrana plasmatica (Scheiffele et al. 1998, Shadan et al. 2004). El colesterol esta
implicado en la formacién y estabilidad de las balsas lipidicas; su concentracién esta
relacionado con la regulacién fisiolégica de las balsas lipidicas en las vias de
sefalizacion (Zajchowski y Robbins 2002).

Los lipidos anfipaticos como glicerofosfolipidos y esfingolipidos son las
compuestos que forman la matriz basica de todas las células en eucariontes
(Sonnino 'y Prinetti  2013). Las concentraciones de fosfoesfingolipidos
(esfingomielina) y glicoesfingolipidos es del 15 al 30 % mas concentrado en las
balsas lipidicas, los esfingolipidos se encuentran expuestos en la bicapa externa de

la membrana junto a los glicoesfingolipidos (Simons y Ehehalt 2002).

1.2.4 Esfingolipidos

Son lipidos antipaticos que poseen un grupo ceramida, presentan cadenas
laterales saturadas y segun su grupo hidrofilico, son fosfoesfingolipidos, siendo la
esfingomielina la mas abundante en mamiferos, representa el 10-12 % de todos los
lipidos de la membrana (Degroote et al. 2004). Los esfingolipidos no sélo participan
en varias vias de sefalizacién, también juegan un papel como constituyentes de la
membrana, por lo que su diversidad molecular influye en la naturaleza fisicoquimica
de las membranas biolégicas. Los esfingolipidos participan como reguladores de la
funcion de las proteinas de membrana, pero la especificidad de estas interacciones
no se ha explorado ampliamente a nivel molecular hasta la fecha (Ernst y Brugger
2013).

1.2.5 Glicoesfingolipidos

Poseen un acido graso de cadena larga (18-24 carbonos) que interaccionan
con la cadenas acilicas de los lipidos de la bicapa interna de la membrana (Van et
al. 2008). Entre los glicoesfingolipidos estan los gangliésidos, que contienen uno o
varios residuos de acido sialico, se les encuentra principalmente en la cara externa
de la membrana, se les ha relacionado con la regulacién de diferentes funciones

celulares tales como el crecimiento y diferenciacion celular, adhesion celular e



interaccion célula-célula (Kalka et al. 2001).En especial, el monosialogangliésido
(GM1) tiene una alta afinidad por la subunidad B de la toxina del célera, y se le ha
utilizado para identificar balsas lipidicas(Pike 2004, Blank et al. 2007, Chinnapen et
al. 2007). La toxina del colera (CTB) es una enterotoxina producida por Vibrio
choleraey consiste en una subunidad A de 27 kDa y una subunidad B de 14 kDa. La
subunidad A es esencial para la activacion de la adenilatociclasa y la generacion de
AMPc, pero la captacién de CTB esta mediada por la subunidad B. La CTB se une a
los receptores del GM1 (Blank et al. 2007).

1.2.6 Proteinas

La interaccion proteina-proteina ha sido considerada el principal factor responsable
de la estabilizacién de los macro y microdominios de la membrana. Las balsas
lipidicas tienen la habilidad de reclutar proteinas especificas, tanto
transmembranales como unidas a la membrana, ancladas a glicofosfolipidos o
proteinas modificadas con cadenas acil-lipidicas (Anderson 1998) o combinaciones

de las anteriores (Figura 3).

Caveolinas: Son una familia de proteinas integrales de membrana de 20-24
kDa(Stan 2005). Funciona como una molécula que ordena complejos proteicos de
sefalizacion en la membrana (Sonnino y Prinetti 2009) y son la principal proteina que
conforma a las caveolas. Existen 3 isoformas, de las cuales caveolina-1 y 2 se
expresan en la mayoria de tipos celulares. La caveolina-1 es esencial para la
formacién de caveolas y se caracterizé como el primer marcador molecular de estos
dominios(Stan 2005, Sonnino y Prinetti 2009).



Figura 3. Heterogeneidad en los mecanismos por los que las proteinas estan unidas a los rafts de lipidos: a.
Proteinas ancladas a GPI en las que el residuo fosfatidilinositol contiene dos grupos acilo Cig,. b. Proteina anclada a
GPI en la que la cabeza de inositol esta acetilada. ¢. Proteinas ancladas a GPI en las que el residuo glicerofosfolipido
es reemplazado por una ceramida. d. Proteinas ancladas a GPI en las que las cadenas acilo sn-1 y sn-2 fueron
modificadas para contener miristato. e. Proteinas ancladas a GPI en las que una sefal extra marcadora de rafts esta
presente en la parte proteinica de la molécula presente. f. Proteina modificada por la adicion de un miristato y un
palmitato. g. Proteina modificada por la adicion de dos grupos palmitato. h. Proteina modificada por la adicion de tres
grupos palmitato. i. Proteina modificada por la adiciéon de un grupo geranilgeranil y un palmitato. j. Proteina modificada
por la adiciéon de un grupo farnesil y otro palmitato. k. Una proteina transmembranal modificada por la adiciéon de dos
grupos palmitato. I. Proteina transmembranal marcada para rafts via la interacciéon de los residuos de aminoacidos
con la cara exoplasmica de la membrana plasmatica. m. proteina transmembranal marcada para rafts por la
interaccion de su dominio extracelular con constituyentes del raft. La lista no es completa y pueden existir otros
ejemplos. Tomado de (Pike 2004).

Flotilinas: Suelen presentarse en compania de la caveolina, se utilizan como
marcadores de balsas lipidicas, no tienen la capacidad de unién a colesterol, se
asocian a la membrana por palmitoilaciéon a través de su regién N-terminal (Browman
et al. 2007).

Proteinas G: Reciben su nombre por la unién a nucleétidos de guanosina. Se
presentan como trimeros con las 3 subunidades (a, B y y) localizadas en la cara

interna de la membrana plasmatica (Chun et al. 1994).

Familia Src: Son proteinas tirosina quinasa que funcionan como proteinas

acopladoras en la transduccion de sefnales(Simons y lkonen 1997 ).



Proteinas transmembrana: Entre ellas se encuentra el receptor de insulina (RI)
(Gustavsson et al. 1999) y receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) (Chini y
Parenti 2004).

Proteinas ancladas a GPIl: Son proteinas unidas a glicosilfosfatidilinositol
(GPlanchoredproteins) que se anclan a las balsas gracias a las dos cadenas de
acidos grasos, normalmente saturados, del fosfatidilinositol (Brown y Rose 1992). El
CD59, de 18-25 kda, por estar relacionado con la interaccidon espermatozoide-
ovocito, se ha utilizado para marcar balsas lipidicas.

1.2.7 Funcion

Las balsas lipidicas participan en varios procesos celulares como el control de
la adhesion y migracion celular, el establecimiento de las sinapsis, la organizacion
del citoesqueleto y en la distribucion y trafico de proteinas en procesos de exo y
endocitosis (Simons y Toomre 2000 ) ademas de procesos patolégicos, al ser las
regiones de membrana por donde algunos virus (Suomalainen 2002), bacterias

(Munro 2003) y toxinas (Kovbasnjuk et al. 2001) atacan a las células.

Por otra parte, las balsas lipidicas funcionan como plataformas de sefializacion
donde se concentra gran parte de proteinas implicadas en ella (Simons y lkonen
1997 ). Se ha demostrado que las balsas lipidicas se encuentran en células
somaticas que estan presentes en los espermatozoides de mamiferos, con una
morfologia diferenciada que se refleja en la superficie de su membrana (Colas et al.
2012). Se sabe que participan en la modulacién de aspectos claves de la maduracion
del espermatozoide y las interacciones del espermatozoide-ovocito (Nixon et al.
2011, Colas et al. 2012).

En los estudios en que se relacionan los espermatozoides de mamiferocon las

balsas lipidicas, dos lineas de investigacién han predominado:



1. Estudios sobre las propiedades fisicas y bioquimicas de las balsas
lipidicas y sobre cdmo se relacionan con la capacitacion del
espermatozoide

2. Estudios sobre como las balsas modulan el funcionamientodel
espermatozoide.

Sobre estos estudios se ha argumentado que la composicion y distribucion espacial
de las balsas lipidicas pueden funcionar como un indicador del estado de
capacitacion de los espermatozoides, esta migracién en respuesta a la capacitacion
permite la interaccion con los receptores de la zona pellcida y facilita la activacion de
las vias de sefializacion(Nixon et al. 2011).

Los espermatozoides requieren de dos fases de maduracién fisiolégica con el fin de
adquirir la capacidad de fertilizar al ovocito: 1) maduracién en el epididimo, donde
hay una modificacién a nivel de proteinas y de lipidos que permite la movilidad del
espermatozoide. 2) Modificacion a nivel de la membrana plasmatica y activacion en
el tracto reproductor femenino, proceso denominado capacitacion (Flesch et al.
2001).

1.2.8 Capacitacion

Un gran numero de eventos moleculares ha sido relacionado con la induccién de la
capacitacion, entre ellos el reordenamiento de lipidos y proteinas en la membrana
plasmatica. Uno de los mas importantes, es el flujo de salida de colesterol, modulado
por las secreciones del tracto reproductor femenino, donde hay una alta
concentracion alta de albumina;provocando la disminucién de colesterol, que a su
vez, le da fluidez a la membrana, activandolos canales de calcio vy
bicarbonato(Vadnaisa y Althousea 2011). El aumento en la concentracion de estos
iones en el citoplasma de la célula, estimulan a la proteina G (adenilato-ciclasa) que
comienza a producir AMPc a partir de AMP. El incremento en los niveles de AMPc,

activa a proteinas cinasas dependientes de AMPc (proteina cinasas A). Estas



cinasas se activan por fosforilacion de residuos de tirosina(Cross 2004). El evento
culmina cuando la membrana plasmatica y la membrana externa del acrosoma se
vuelven mas fluidas y adquieren la capacidad de fusionarse una con otra(Gadella et
al. 2008). El resultado final de esta remodelacion es un espermatozoide con una
membrana plasmatica adecuada para interaccionar con la zona peltcida del ovocito

y llevar a cabo la reaccion acrosomal (Visconti 2009).

Los estudios sobre balsas lipidicas en espermatozoides han comenzado a dar
informacion importante sobre el proceso de capacitacion.En la ultima década las
investigaciones han tenido interés en las modificaciones de la funcién y localizacion
de proteinas en dominios especificos de la membrana, que se dan por la liberacién
del colesterol en la membrana plasmatica durante la capacitacion(Miranda et al.
2009).

Las investigaciones siguientes podrian aportar informacion sobre las
modificaciones en la conformacién, comportamiento y funcién de la membrana
plasmatica de espermatozoides que son sometidos a diferentes procesos como la

criopreservacion o la exposicién a téxicos.
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2 ANTECEDENTES

2.1 La criopreservacion

Los tratamientos a los que son sometidos los espermatozoides como: la
incubacién, clasificacién por citometria de flujo, la refrigeracién o criopreservacion,
afecta estructuras como la membrana plasmatica, lo que da como resultado la

muerte celular (Maxwell y Johnson 1999)

La criopreservacion es el mantenimiento celular en un estado de animacion
suspendida que se mantiene a temperaturas criogénicas. Suspendiendo todo
proceso quimico, bioldgico y actividad fisica intracelular y extracelular, por un tiempo

indefinido, preservandoel potencial y la viabilidad celular.

La criopreservacion de semen es una técnica accesoria para la inseminacion
artificial, la fertilizaciéon in vitro, y en el mejoramiento reproductivo de diferentes
especies animales(De Mercado et al. 2010).Durante el proceso seinterrumpe del
metabolismo celular por un tiempo determinado, conservando indefinidamente su
potencial fertilizante. Este proceso involucra una serie de pasos: refrigeracion,
crioproteccion, congelamiento, almacenamiento y descongelacion. El protocolo
desarrollado por Westendorf et al. (1975), es el que se utilizan actualmente, con
algunas modificaciones con respecto al envasado, a las curvas de enfriamiento, a la

fase de adicidn del crioprotector.

Inicialmente esta técnica fue disefada para preservar el semen de bovino,
pero se ha utilizado en otras especies con algunas modificaciones. En humanos la
congelacién de semen se utiliza en el tratamiento de la infertilidad humana. En
especies de importancia econémica, su uso se ha destinado a el mantenimiento e
intercambio del germoplasma, almacenamiento a largo plazo que facilita su
transporte, programas de mejoramiento genético de especies domésticas para

obtener crias més eficientes, el control de la transmision de patdgenos,,conservacion
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y preservacion de recursos zoogenéticos en especies en peligro de extincion
(Eriksson y Rodriguez-Martinez 2000, De Mercado et al. 2010).

La criopreservacién de semen, junto con la inseminacién artificial, ha sido de
las técnicas mas desarrolladas y aplicadas en la produccion porcina a nivel mundial.
El semen criopreservado de cerdo ha estado disponible desde 1975y a pesar de las
ventajas que tiene sobre el semen refrigerado su uso comercial es limitado, debido a
la alta susceptibilidad de los espermatozoides al choque frio que afecta su
sobrevivencia después de la descongelaciéon.Este efecto se ha relacionado con la
composicion lipidica de la membrana plasmatica. Sin embargo el aumento de la
exportacibn de semen porcino hace necesario la mejora de las técnicas de
criopreservacién (Waterhouse et al. 2006). Las investigaciones actuales en la
criopreservaciéon de semen porcino incluyen diversas estrategias para mejor la
calidad de los espermatozoides y aumentar el numero de espermatozoides

disponibles para la fertilizacion(Grossfeld et al. 2008).

A pesar de los avances en la metodologia, los espermatozoides que son
sometidos a criopreservacion aun sufren una serie de cambios que comprometen su
estructura y capacidad funcional. El efecto que tienen los procesos de congelaciony
descongelacién en la membrana plasmatica se relacionan con la disminucién en la
movilidad y viabilidad de los espermatozoides. La membrana plasmatica de la pieza
principal, intermedia y cabeza, son los sitios que sufre mas dafo durante la fase de
congelacién-descongelacién. Aunque los espermatozoides criopreservados son
capaces de fertilizar ovocitos, su esperanza de vida en el tracto reproductor femenino
es mas corto que el recién eyaculado(Sancho et al. 2007, Vadnaisa y Althousea
2011).

A pesar de las ventajas que tiene el semen congelado, su uso se ha destinado
a programas de mejoramiento genético de especies domésticas y a la conservacion
de recursos zoogenéticos en especies en peligro de extincidbn y en intercambio

internacional de germoplasma(Eriksson y Rodriguez-Martinez 2000).
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A pesar de los avances en la metodologia, los espermatozoides que son
sometidos a criopreservacion se exponen a una serie de cambios que comprometen
su estructura y capacidad funcional. El efecto que tiene la congelacion-
descongelacién es la disminucion de la movilidad, viabilidad, integridad de la
membrana y estado acrosomal. Ademas de presentar una subpoblacién de
espermatozoides en un estado parecido a la capacitacion o pre capacitacién (crio-
capacitacion) que culmina en una reaccién acrosomal espontanea(Bailey et al. 2008).
El mecanismo por el cual se produce la criocapacitacion aun no se entiende

completamente.

En particular los espermatozoides de cerdo son sensibles a los danos por
peroxidacion debido a su alto contenido de acidos grasos poliinsaturados, que son
sustratos para la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la
membrana. Las ROS estdn implicados en la funcién espermatica incluyendo
hiperactivacion, capacitacién y reaccion acrosomal. Pero cuando la produccién de
ROS aumenta se crea un estrés oxidativo. El dano que causa el estrés oxidativo es
resultado del desequilibrio entre oxidantes y los mecanismos antioxidantes de los
organismos(Hernandez et al. 2007). La acumulacion de ROS durante el procesos de
criopreservacién estd asociado con alteraciones en la funcibn mitocondrial, que
conducen a una muerte celular programada y con la fragmentacion del ADN(Flores et
al. 2009).

A pesar de las mejoras realizadas en los ultimos afios en el desarrollo de la
criopreservacion, este procedimiento sigue siendo insuficiente para ser aplicada de
manera rutinaria en la industria porcina. Solo el 2.5 % de los espermatozoide
criopreservados conservan su funcionalidad completa (viabilidad, movilidad,
morfologia y capacidad de fertilizacion)(Holt et al. 2005, Vadnaisa y Althousea
2011).En la actualidad, las investigaciones se estan enfocando en aquellos aspectos

que puedan mejorarla.
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3 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudl es el efecto de la criopreservacion sobre ladistribucion de las balsas
lipidicas y concentracion de colesterol en la membrana de espermatozoides

criopreservados de cerdos?
4 JUSTIFICACION

Durante el proceso de congelacién-descongelacion de los espermatozoides
disminuye su capacidad fertilizante, esto se ha relacionado con alteraciones en la

membrana plasmatica.

La pérdida selectiva del colesterol y los cambios en la distribucion de las
balsas lipidicas en la membrana plasmatica no se han estudiado en espermatozoides
criopreservados. Los resultados derivados de este trabajo podrian colaborar en la
mejora de los métodos de criopreservacion utilizados en la reproduccién asistida y la

produccién animal.
5 HIPOTESIS

Los espermatozoides al ser sometidos a criopreservacién, presentaran
cambios en la distribucién de las balsas lipidicas y en la concentracion de colesterol

en la membrana plasmatica.
6 OBJETIVO GENERAL

« Determinar el efecto de la criopreservacién sobre la distribucion de las balsas
lipidicas y concentracion de colesterol en la membrana de espermatozoides
de cerdo.
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7 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar la calidad espermatica de la muestra evaluando concentracion,
movilidad, viabilidad y anomalias morfoldgicas.

» Estandarizar la técnica de congelacion lenta.

» Determinar mediante microscopia de fluorescencia la distribucion de las
balsas lipidicas en la membrana de espermatozoides no capacitados (NC) y
criopreservados (CP).

« Determinar la concentracion del colesterol en la membrana de
espermatozoides no capacitados y CP.
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8 METODOLOGIA

El trabajo se realizdé con 5eyaculados de sementales (raza Landrace y York),
procedentes de la granja de mejoramiento genético “los chotes”. Las muestras se

trasladaron al laboratorio en un termoa temperatura ambiente y protegidas de la luz.

En el laboratorio se realizd la evaluacion de los eyaculados determinando la
movilidad, viabilidad, anormalidades morfologicas y concentracion espermatica. Para
los ensayos posteriores se utilizaron las muestras que presentaron los siguientes
parametros = 100 x 10 ®espermatozoides /ml; 275 % movilidad; = 80 % viabilidad; < 5

% de anormalidadesdescartando las de baja calidad.

8.1 Lavado de la muestra

Para la preparacion de las muestras seleccionadas se centrifugé a 750 rpm x
4 min,para separar el plasma seminal de la fraccionespermatica, se lavé2 veces en
PBS (amortiguador de fosfatos). Posteriormente se ajusté la concentracion
espermatica a 5 X 10° espermatozoides/mlpara realizar los ensayos de capacitacion,
criopreservacion, distribucion de balsas lipidicas y cuantificacion de colesterol.

8.2 Evaluacion espermatica

8.2.1 Evaluacion de la movilidad

El porcentaje de espermatozoides méviles se realizé colocando una alicuota
de 10uL de la muestra del eyaculado, sin diluir sobre un portaobjetos precalentado a
38 ° C y se observd bajo un microscopio de campo claro (10 X). Se estimé el

porcentaje de e espermatozoides con movimiento progresivo.

8.2.2 Concentracion

. Sedetermin6 utilizando un hemocitometro de Neubauer, realizando una
dilucién 1:100 con agua miliQ. Se tomaron 15uL de la diluciéon para cargar la camara

de Neubauer, se contd el niumero de espermatozoides bajo un microscopio de

16



campo claro 40 X. La concentracibn de espermatozoides se expresé
10%espermatozoides por mli(spz/ml).

8.2.3 Viabilidad espermatica por tincidon eosina-nigrosina

Para determinar el porcentaje de espermatozoides vivos y las formas
anormales, se utilizé la tincion de eosina/nigrosina. Si el espermatozoide se
encuentra muerto, la membrana plasmatica permite el paso de la eosina y la cabeza
del espermatozoide aparece teriida de color rosa, los espermatozoides vivosno se
tinen, indicando que la membrana plasmatica es funcional, ya que no permite el paso

de la eosina.

Se colocaron en un portaobjetos precalentado a 38 ° C, 5 uL de la muestra de
eyaculado y 5 pL de colorante. Una vez mezclados ambos volumenes, se deslizé un
portaobjetos para extender la muestra sobre todo el portaobjetos. Se contaron 200
espermatozoides bajo el microscopio éptico a 40 X.

8.2.4 Evaluacion de formas anormales

De las misma laminilla se determind el porcentaje de espermatozoides
anormales por microscopia Optica. Se contaron 200 espermatozoides. Entre las
anormalidades que se encontraron en la muestra destacan, flagelo enrollado y la

presencia de gota citoplasmatica.

8.2.5 Parametros de calidad

Se seleccionaron las muestras seminales con parametros fisiol6gicos de
acuerdo a los siguientes criterios: =100x10°spz/mide concentracién, <5 % de

anormalidades, =275 % movilidad y =280 % viabilidad(Jimenez et al. 2002).
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8.3 Capacitacion in vitro

Se colocaron5 x 10 ®espermatozoides en el pozo de una caja de cultivo con
medio TALP-HEPES(3.1 mM KCL, 100 mM NaCl , 25 mM NaHCO; ,0.29 mM
NaH,PO,, 21.6 mM NaCsHs03, 10 mM HEPES, 1 mM CiH40sS ,2.1 mM
CaCl,.2H30, 1.5 mM MgCl,. 6H,0), volumen final1 ml, pH 7.2. Se suplemento el dia
de uso con 6mg/ml BSA fraccién V y 1 mM Piruvato de Sodio, (Bavister et al. 1983)y
se incubaron durante cuatro horas a 38 °C, en una atmoésfera humeda, con 5 % de
CO2(Jimenez et al. 2002).

8.4 Congelacion

El eyaculado fue procesado segun la técnica de (Westendorf et al. 1975) con
algunas modificaciones.Los crioprotectores utilizados, fueron: Glicerol como

crioprotector permeable y sacarosa como no permeable.

8.4.1 Preparacion de la muestra

La muestra concentrada de semen se, se diluyod (1:1; vol/vol) en medio TALP-
HEPES (3.1 mMKCL, 100 mMNacCl, 25 mM NaHCOj3 ,0.29 mM NaH.PO,4, 21.6 mM
NaCs3Hs03, 10 mM HEPES, 1 mM Cy9H1405S ,2.1 mM CaCl,.2H,0, 1.5 mM MgCl..
6H.0) , pH 7.2 , atemperado a la temperatura del eyaculado.Se centrifugd por 1
mina89 rpm, se retird el sobrenadante y el boton se resuspendié en 800 uL de medio
basico de congelacién (3 mM Ci2H20011, 23 mM CeHsO; , 7 mM CgHg0;) hasta

obtener una concentracién de 5x10° espermatozoides/ml.

8.4.2 Curva de enfriamiento

Después de adicionar el medio, las muestras se colocaron en un recipiente
con agua a 23 ° C, y se introdujeron en una camara fria en la cual se realiz6 el

descenso de temperatura aproximadamente 30 minhasta 5° C (0.2° C/min).
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8.4.3 Etapa de crioprotector

Trascurrido el tiempo de enfriamiento, se anadio el crioprotector (glicerol al 7
%) atemperado a 5 ° C, y se continué con el descenso de temperatura hasta los 3 °
C, en un lapso de 7 min (0.4 °C/min).

8.4.4 Empajillado y sellado

Al llegar a los 3 ° C, se procedi6 a llenar las pajillas de 0.5 ml que se sellaron
con alcohol de polivinilo, antes de iniciar la congelacion.

8.4.5 Congelacion

Las pajillas selladas se expusieron a los vapores de nitrégeno liquido (-70 °C)
durante 10 min (4.46 ° C/ min) (las pajillas se colocaron a 3 cm de separacion del

nitrégeno liquido).

Finalizando el tiempo, las pajillas se sumergieron en el nitrégeno (-196 °C) y

se almacenaron en el tanque de nitrogeno por 8 dias.

8.4.6 Descongelacion

Las pajillas se descongelaron en un bafo de agua circulante a 39 ° C durante
20 seg. Inmediatamente se centrifugaron a 89 rpm x 1 min para retirar el
crioprotector, el boton se resuspendié en 500 uL de PBS a 38 ° C, los tubos se

incubaron hasta el momento de realizar las demas pruebas.

8.4.7 Evaluacion espermatica después de la descongelacion

Para determinar la calidad espermatica post-descongelacion se evaluaron 2
parametros: movilidad y viabilidad. La evaluacién de movilidad post-congelacion se
realizaron al microscopio de campo claro (10 X), colocando una alicuota de 10uL de
la muestra del eyaculado sobre un portaobjetos precalentado a 38 ° C, la movilidad
se evalu6 de forma subjetiva después de una semana de permanecer dentro del
contenedor a -196 °C.

19



Los espermatozoides descongelados se colocaron en un portaobjetos a 38 °
C, mezclando 5 L del eyaculado y 5 uL de colorante. Una vez mezclados ambos
volumenes, se deslizd un portaobjetos para extender la muestra sobre todo el
portaobjetos. Se contaron 200 espermatozoides bajo el microscopio éptico a 40 X
considerando como vivos a los espermatozoides queno permitieron el paso de
colorante, observandose en color blanco, mientras que aquellos espermatozoides
gue no poseen una membrana plasmatica integra permitieron el paso del colorante y

se tineron de rosado.

8.5 Distribucion de GM1en la membrana plasmatica del

espermatozoide de cerdo

La distribucion de balsas lipidicas en la membrana plasmatica de los
espermatozoides no capacitados, capacitados y criopreservados, se llevé a cabo por
medio del andlisis de fluorescencia; se us6CTX-FITCpues se une con una alta

afinidad al GM1 que se encuentra acoplado a las balsas lipidicas.

A las muestras de espermatozoides no capacitados (n=5), capacitados (n=2) y
descongelados (n=5), se les ajustd la concentracién a 5 x 10 ®spz/mly se incubaron
en CTX-FITC (70 pg/ml, durante 30 min) a temperatura ambiente en obscuridad.
Inmediatamente después, los espermatozoides se fijaron con paraformaldehido al
4% a temperatura ambiente x 10 min. Se realizaron 2 lavados con PBS(750 rpm x 4
min).En un portaobjetos se colocaron 10 puL de la muestra y 5 uLde DABCO (1,4-
diaza,2,2,2-biciclo-octano) para atenuar el desvanecimiento de la fluorescencia.

Las muestras se analizaron con ayuda  delmicroscopio de
epifluorescenciaAxiostar plus, ZEISS®, a una longitud de onda de495 nm excitacién
y 525 nm emision, a un aumento de 100 X. Para cada tratamiento, se contaron 200
espermatozoides y se analizaron los diferentes patrones de fluorescencia(Colas et al.
2012).
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8.6 Cuantificacion de colesterol.

El colesterol se midi6 con elmétodo fluorimétrico, kit Amplex ® Red. Los
esteres de colesterol se oxidan por accion de la enzima colesterol esterasa,
produciendo peroxido de hidrégeno (H>O) y el producto de cetona correspondiente.
El H,O, es detectado por la 10-acetil-3,7-dihidroxfenoxazine (reactivo Amplex Red).
En presencia de la peroxidasa de rabano picante (HRP), el reactivo Amplex Red
reaccionaestequiométricamente 1:1 con elH>O,, produciendoresorufina altamente
fluorescente, que tiene un maximo de excitacion a 563 nm y maximo de emisiéon a
587 nm.La preparacién de soluciones y metodologia se realizaron de acuerdo con las
especificaciones del fabricante.Se realizé6 una curva estandar de colesterolcon
concentraciones crecientes de colesterol(0, 2, 4, 6, 8 pug/ml) n=3, con una R? =
0.9882 (figura4).
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Figura4. Curva estandar de colesterol
8.6.1 Preparacion de la muestra

Las muestras de espermatozoides no capacitados, capacitados y

descongelados se lavaron a 750 rpm x 4 min, separando el paquete espermatico del
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sobrenadante (plasma seminal, medio de capacitaciéon y medio de criopreservacion).
El paguete espermético se diluyd en medio amortiguador de trabajo 1X (0.5 M fosfato
de potasio pH 7.4, 0.25 M NaCl, 25 mM acido clorhidrico, 0.5% Triton X-100)
ajustando su concentracién a 5 x 10 ® espermatozoides/mly los sobrenadantes se
diluyeron 1:100.

En una microplacade 96 pozos secolocaron 50 pL de las muestras
deespermatozoides,sobrenadante,control  positivo  (10pMH20,),control  negativo
(amortiguador de trabajo 1X) y la curva estandar, por triplicado. A cada pozo se le
colocaron 50 pL del reactivo 300 uMAmplex Red (2 U/mILHRP,2 U/ml colesterol
oxidasa, y 0.2 U/ml colesterol esterasa, diluido en amortiguadorde trabajo). Las
muestras se incubaron por 1h a 37 ° C, en obscuridad.La fluorescencia se determin6
con ayuda de un espectrofluorimetroDTX 880 multimodal detector, a una longitud de
onda de 530-560 nm excitacion y 590 nm de emisién. A partir de los valores de
fluorescencia obtenida, se calcularon los datos finales de concentracién de colesterol
en ug/ml, extrapolandolos en la curva estandar de colesterol.

8.6.2 ANALISISESTADISTICO

Se calcularon las medias de las mediciones y se obtuvo su desviacién
estandar. Para comparar las medias de los valores de cuantificacion de colesterol, se
realiz6 una prueba de Kruskal-Wallis, método no paramétrico para probar si un grupo
de datos proviene de la misma poblacién. Para los patrones de fluorescencia se
utilizé la prueba “U” de Mann-Withney, prueba no paramétrica aplicada a dos

muestras independientes.
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9 RESULTADOS

9.1 Evaluacion espermatica

Se obtuvieron eyaculados de cerdoLandrace-York, que en promedio
presentaron:concentraciéon: 170 x 10 ®+ 8.95 x 10 ¢ espermatozoides/ml; movilidad 85
+ 3.54 %; viabilidad 93.2 £ 5.97 % y 3 = 1.30 de anormalidades morfolégicas (n=5).

9.2 Evaluacion espermatica de
muestrascongeladas/descongeladas.

En el presente trabajo se observd una disminucion de la movilidad y viabilidad
con respecto a los datos que se obtuvieron antes de la congelacion.

Las muestras al ser descongeladas presentaron los promedios de 13 £ 6 %
viabilidad y 31 £ 7 % movilidad.

9.3 Distribucion del GM1 en la membrana del espermatozoide de
cerdo.
Con el fin de poder determinar la distribuciéon del GM1 acoplados a las balsas

lipidicas de la membrana plasmatica de espermatozoides no capacitados,
capacitados y descongelados, se marcaron con CTX-FITCdurante 1 h.

Al analizar las muestras de espermatozoides, se determinaron diferentes
patrones de distribucién de la fluorescencia, los cuales se clasificaron de acuerdo a

la region donde predomind la fluorescencia:
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Patron A: espermatozoides con distribucidén de fluorescencia en la regidén del

flagelo y cabeza.

Figura 5. Espermatozoide de cerdo a 100 X con patrén de fluorescencia CTX-FITC (a), en campo claro(b).

Patron B: espermatozoides con distribucion de fluorescencia intensa en la
region de la cabeza y débil en el flagelo.

Figura 6. Espermatozoide de cerdo a 100 X con patron de fluorescencia CTX-FITC (a), en campo claro (b).

Patron B1: espermatozoides con distribucién de la fluorescencia en la region
apical y post-acrosomal, con un anillo semicircular que marca el limite anterior del

segmento ecuatorial, en la cabeza y una débil fluorescencia en el flagelo.

Figura 7. Espermatozoide de cerdo a 100 X con patrén de fluorescencia CTX-FITC (a), en campo claro (b).
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Patron C: espermatozoides que presentaron la distribucién de fluorescencia
solo en la cabeza.

Figura 8.Espermatozoide de cerdo a 100 X con patron de fluorescencia CTX-FITC (a), en campo claro (b).

Patron D: distribucién de fluorescencia en la regidn post-acrosomal de la
cabeza y pieza media del flagelo.

Figura 9. Espermatozoide de cerdo a 100 X con patrén de fluorescencia CTX-FITC (a), en campo claro (b).

25



Al realizar el analisis cuantitativo de cada patrén en cada grupo experimental
se presentaron los siguientes porcentajes:

Espermatozoides no capacitados que mostraron patron A,88.7%; patron B, 6.3
% y patron C, 5 %. Para los espermatozoides que se sometieron al proceso de
capacitacion in vitro: patrén A, 5.5 %; patron B, 22.7 % vy el patron C, 71.8 %. Para
los espermatozoides congelados/descongelados, ademas de los patrones antes
mencionados se observaron 2 patrones mas (B1 y D) los porcentajes de los patrones
fueron: patron A, 57.8%; patrén B, 13.9 %; patrén B1, 1.7 %; patrén C, 17.1 % y
patron D, 9.5 %(Tabla 1).

Tabla1: Porcentaje de espermatozoides de cerdo de acuerdo a los patrones de
fluorescencia con CTX-FITC, NC (no capacitados), C (capacitadosin vitro) y C/D

(congelados/descongelados)

PATRON NC C C/D
A 88.7+5.9 5.5+0.2 57.8 + 13.1
B 6.3 5.7 227 +5.1 13.9+13.9
B1 0 0 1.7 +2.7
C 5+6.4 71.8+5 17.1 +14.5
D 0 0 95+9.5

Esos datos numéricos fueron obtenidos en dos muestras de modo
independiente, no tienen una distribucién normal y son muestras pequenas, por lo
que se eligié la prueba U de Mann-Whitney. Es una prueba potente que opera a
partir de la sumatoria de los intervalos que presentan los valores de cada grupo una
vez que han sido ordenados. Al comparar el patron de fluorescencia A de
espermatozoides no capacitados con el de los descongelados, se encontré que hay
diferencia estadisticamente significativa (p<0.005); no se observaron diferencias
significativas para los patrones B (p=0.210) y C (p=0.111).
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Figura 10: Patrones de distribucién de fluorescencia en espermatozoides no capacitados, capacitados y
descongelados. A: Flagelo y cabeza, B: Intensa en la cabeza pero débil en el flagelo, B1: Intensa en la cabeza destacando un
anillo semicircular y débil en el flagelo, C: en la regién de la cabeza y D: en la regi6on post-acrosomal de la cabeza y pieza
intermedia del flagelo.El asterisco indica que hay diferencias estadisticamente significativas p<0.005

9.3.1 Cuantificacion de colesterol

Después de realizar el andlisis cuantitativo del colesterol de las muestras de
espermatozoides y su sobrenadante, se obtuvieron los siguientes promedios Figura
11. En los espermatozoides no capacitados 183.6 + 15.2 ug/mly en el plasma
seminal 140.6 £53.9 ug/ml.En el grupo de espermatozoides capacitados se encontré
una mayor concentracion de colesterol en el medio de capacitacion (349.5
+25.3ug/ml) respecto a la concentracion encontrada en los espermatozoides (147.6
+9.6pg/ml).
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En el grupo de espermatozoides descongelados, los niveles de colesterol no
fueron detectados en los espermatozoides, en contraste, se encontr6 una
concentracion de colesterol bastante elevada en el medio de congelacion (487.9
+12.5 ug/ml) Tabla 2.

Tabla 2: Porcentaje de Concentracion de colesterol en espermatozoides de
cerdo y sobrenadante

183.6 £15.2 | 140.6 +53.9 147.6 £9.6 349.5 £25.3 0 487.9 £12.5

Estos datos numéricos obtenidos en 3 o mas muestras de modo
independiente, no tienen una distribucién normal y son muestras pequenas. Por
estas razones, se realizd la prueba estadistica Kruskal-Wallis para determinar si su
comportamiento es diferente. La prueba es muy potente, opera comparando los
intervalos obtenidos por las puntuaciones de cada nivel de tratamiento contrastando
si el intervalo medio de los niveles es equiparable. Los resultados de este andlisis
permiten rechazar la hipdtesis nula, por lo que se puede decir que hubo diferencia
significativa (p<0.05) en cuanto a la concentracidén de colesterol en cada condicion.
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Figura11: Concentracién de colesterol (ug/ml) en espermatozoides, No capacitados, capacitados y criopreservados.
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criopreservacion).El asterisco indica que hay diferencias estadisticamente significativas p<0.005
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10 DISCUSION

La criopreservacion es un proceso que involucra la disminucién de la
temperatura celular hasta temperaturas no fisioldgicas, preservando el potencial y la
viabilidad celular. Las técnicas de criopreservacion han tenido un éxito aceptable en
muchas células eucariotas, no asi en los ovocitos ni en los espermatozoides

porcinos, en donde se han obtenido tasas bajas de viabilidad post descongelacion.

Las balsas lipidicas de los espermatozoides se presentan en regiones bien
definidas de la membrana distribuyéndose de manera diferente en las partes del
espermatozoide (Flesch et al. 2001). El colesterol es un componente importante de
las membranas en general y de las balsas lipidicas en particular, ya que afecta su
formacién y estabilidad (Simons y Toomre 2000 ). Durante la capacitacion, uno de los
procesos mas importantes es la pérdida de colesterol de la membrana plasmatica, lo
que aumenta su fluidez y coincide con una relocalizacién del colesterol en la region
apical de la cabeza del espermatozoide (Cross 2004), y posiblemente, también de las
balsas. (Shadan et al. 2004).

Los patrones de fluorescencia que presentaron los espermatozoides no
capacitados fueron 3 y se les llam@, arbitrariamente, A, By C. En el patron A, el GM1
se encontrd solo en la region del flagelo y cabeza y se present6 en el 88.7 % de la
poblacion de espermatozoides, el resto, presenté los patrones B y C, estas
proporciones coinciden con los reportados por otros autores (Shadan et al. 2004, Bou
Khalil et al. 2006), y los han relacionado con la eficiencia de maduracidén espermética

en el epididimo en cerdo y con el estado de capacitacion.

Los espermatozoides se sometieron a capacitacion in vitro, después de 4 h de
incubacion, el patron C se present6 en el 71.8 % de la poblacion, en este patron, el
GM1 se encuentra distribuido en la regién de la cabeza de los espermatozoides y se
correlaciona con espermatozoides capacitados (Shadan et al. 2004, Bou Khalil et al.
2006), el resto de la poblacion presentd el patrdn A y B, en proporciones menores.

Estos patrones se han descrito para espermatozoides vivos, donde el gangliésido se
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ha localizado principalmente distribuido en la membrana plasmatica del acrosoma y
segregado por el anillo sub-acrosomal, por lo que entre los patrones que se
encontraron se puede observar un anillo semicircular, patron B1.(Buttke et al.
2006).El anillo sub-acrosomal funciona como una barrera de difusion, que actia
como una barrera selectiva para determinada clases de lipidos y proteinas
especificas, y esta relacionado con el citoplasma. (Selvaraj et al. 2006).

Cuando los espermatozoides comienzan a perder la movilidad, el GM1 se
distribuye de la membrana del acrosoma, atravesando el anillo sub-acrosomal, a la
region post-acrosomal. En el momento que ocurre la muerte celular podria existir una
pérdida de interacciones para mantener la barrera. Este patron se ha encontrado en
espermatozoides inmoviles y con anomalias morfoldgicas, que se ha relacionado con
la muerte celular de los espermatozoides (Buttke et al. 2006). El patrén D que
predomino en las muestras criopreservadas coincide con estas la descripcion antes
mencionada.La redistribucion del GM1 de la regién apical del acrosoma a la region
de la membrana post-acrosomal, se puede deber a la interaccion entre la membrana
interna del acrosoma y la region apical del acrosoma durante la muerte celular del
espermatozoides. Aunque aun falta informacién para entender por completo la

redistribucién o migracion del GM1 a la regidn post-acrosomal(Selvaraj et al. 2009).

Las diferencias entre los espermatozoides no capacitados y descongelados,
respecto alpatrén A, fueron significativas (p<0.005) mientras que para los patrones B
y C no se observaron. Los patrones de fluorescencia observados muestran que el
patrén A es el que se ve afectado con el proceso de congelacion, es decir, la
distribucién del gangliésido M1 es modificado en gran parte de la membrana de los
espermatozoides.Durante la capacitaciéon in vitro, la BSA del medio de incubacion
colabora con la pérdida de colesterol, o que inicia el proceso de capacitacion
espermatica y se ha asociado a esto una migracién de GM1 hacia la region de la
cabeza de los espermatozoides de cerdos (Flesch et al. 2001, Shadan et al. 2004),
humanos (Nixon et al. 2011) y carneros (Colas et al. 2012); dicha migracién se

considera como un indicador de la capacitacidbn espermatica en una muestra
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(Shadan et al. 2004, Bou Khalil et al. 2006, Colas et al. 2012). En el grupo de
espermatozoides no capacitados, la concentracién de colesterol fue de 183.6 £15.2,
siendo la mayor de todas las muestras analizadas. Estos datos nos indican que en la
poblacion de espermatozoides, el colesterol se encuentra incluido en la membrana
plasmatica, el encontrar colesterol en el plasma seminal puede ser indicio de que en

algunos espermatozoides esta comenzando el proceso llamado falsa capacitacién.

Al iniciar la capacitacion, los espermatozoides comenzaron a perder colesterol
de la membrana plasmatica, por lo que se encontré una alta cantidad de colesterol
en el medio de los espermatozoides capacitados (349.5 £25.3). Nuestros datos
confirman los de otros autores que mencionan que la capacitacion esta relacionada
con la pérdida de colesterol de la membrana plasmatica (Colas et al. 2012). La
liberacién de colesterol aumenta considerablemente la fluidez de la membrana,
provocando cambios en algunas moléculas, como el GM1, que es desplazado de la
region del flagelo a la region de la cabeza. El cambio en la distribucion de balsas es
indispensable para exponer algunas proteinas que estan relacionadas con el
reconocimiento ovocito-espermatozoide (Shadan et al. 2004, Jones et al. 2010, Nixon
et al. 2011). Del mismo modo que en nuestros resultados, elmovimiento de las balsas
lipidicas,asociado con el gangliésidoM1,se incrementé en toda lamembrana de los

espermatozoidescriopreservado.

La criopreservaciénparecedanar al espermatozoide, lo que da como resultado
un incremento notableen el desordende la membrana, el flujo de colesteroly el
porcentajedeespermatozoides capacitados. Estos cambios se ven reflejados en la
viabilidad, disminuyendo las funciones de los espermatozoides que sobreviven al
proceso de criopreservacion, que se refleja en la disminucion de la movilidad

evaluada.
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11 CONCLUSIONES

1. El proceso de criopreservacion provocéla migracion de las balsas lipidicas hacia
la regidn de la cabeza del espermatozoide criopreservados.
2. El colesterol de la membrana plasmatica de los espermatozoides disminuye

después de la criopreservacion.
12 PERSPECTIVAS

1. Determinar la diferencia en movilidad utilizando un sistema computarizado lo que
brindaria un analisis mas objetivo

2. Evaluar la capacitacién y RA mediante ensayos con clorotetraciclina y azul de
Coomassie para determinar si la valoracion de la posicién de las balsas lipidicas
realizada mediante el seguimiento del GM1 correlaciona con estos procesos.

3. Cuantificar el colesterol en balsas lipidicas aisladas para determinar cudl es la

proporcién que se queda anclada a ellas.
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13 ANEXO

Medio para capacitar y lavado deespermatozoides para criopreservar TALP-HEPES
(Tyrode-Albumina-Lactato-Piruvato-HEPES)

Componente Concentracion mM

KCI 3.1
NaCl 100
NaHCOs 25
NaH2POs4 0.29
Lactato de Sodio 21.6
HEPES 10
Rojo de Fenol 1
CaCl,+2H,0 2.1
MgCl2:6H.,0 1.5

Para el medio de capacitacion el medio TALP-HEPES se suplement6 con 6 mg/ml de
albumina sérica bovina y 25 mM de piruvato de sodio.

Medio basico de congelaciéon

Componente Concentracion mM ‘

Sacarosa 3
Acido Citrico 23
Tris base 7
pH 7.2
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