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RESUMEN

La refrigeracidon y la congelacion del semen provoca una serie de efectos perjudiciales para los
espermatozoides conocidos como cold-shock, que podrian ser evitados parcialmente
empleando agentes crioprotectores, entre ellos, la melatonina. Esta hormona puede llevar a
cabo alguno de sus efectos uniéndose a sus receptores de membrana, MT1 y MT2. El gen del
receptor de melatonina 1A (MNTR1A) presenta varios polimorfismos, pero se desconoce si
podrian influir en el efecto de la melatonina durante la criopreservacion de dosis seminales
ovinas.

Asi, el objetivo de este trabajo fue estudiar la influencia de los polimorfismos de MTNR1A en el
efecto crioprotector de la melatonina en espermatozoides ovinos. Para ello, muestras seminales
de seis moruecos adultos, previamente genotipados para el polimorfismo Rsal del gen MTNR1A
(2C/C,2C/Ty2T/T), se refrigeraron y congelaron sin y con melatonina 1 mMy 1 uM. Antes y
después de este proceso se evalué la motilidad, integridad de membrana, estado de
capacitacion y marcadores apoptéticos de los espermatozoides.

Tras comprobar que la refrigeracion a 5 °C causaba menos dafio en los espermatozoides ovinos
que la congelacion, se decidid utilizar Unicamente muestras refrigeradas. Los resultados
obtenidos indican que el genotipo no parece influir en la capacidad crioprotectora de la
melatonina, ya que no se observaron mejoras en ninguno de los parametros estudiados.
Ademads, la motilidad total y progresiva disminuyeron (P<0,001 y P<0,05) en las muestras
tratadas con melatonina de forma diferencial en funcidon del genotipo y la concentracion
utilizada, mientras los espermatozoides de machos portadores del genotipo C/C podrian ser mas
sensibles a la refrigeracion, ya que presentan un menor porcentaje de espermatozoides no
capacitados que el resto de genotipos.

En conclusion, este trabajo sugiere que el polimorfismo Rsal del gen MTNR1A no influye en la
capacidad crioprotectora de la melatonina.

ABSTRACT

Refrigeration and freezing of semen causes a number of negative effects for sperm cells known
as cold-shock, which could be partially avoided by using cryoprotective agents, including
melatonin. This hormone can perform some of its effects by binding to its membrane receptors,
MT1 and MT2. The melatonin receptor 1A (MNTR1A) gene has several polymorphisms, but it is
unknown whether they could influence the effect of melatonin during the cryopreservation of
seminal doses in ram.

Thus, the aim of this study was to study the influence of MTNR1A polymorphisms on the
cryoprotective effect of melatonin in ram spermatozoa. For this purpose, six seminal samples,
previously genotyped for the Rsal polymorphism of the MTNR1A gene (2 C/C, 2 C/T and 2 T/T),
were refrigerated and frozen without and with melatonin 1 mM and 1 uM. Before and after this
process, motility, membrane integrity, capacitation status and apoptotic markers of sperm cells
were evaluated.

After finding that refrigeration at 5 °C caused less damage to ram spermatozoa than freezing, it
was decided to use only chilled samples. The results obtained indicate that the genotype does



not appear to influence the cryoprotective capacity of melatonin, since no improvements were
observed in any of the parameters studied. In addition, total and progressive motility decreased
(P<0.001 and P<0.05) in melatonin-treated samples differentially depending on the genotype
and the concentration used, whereas the spermatozoa of male carriers of the genotype C/C may
be more sensitive to refrigeration, since they have a lower percentage of no capacitated
spermatozoa than the rest of genotypes. In conclusion, this work suggests that the Rsal
polymorphism of the MTNR1A gene does not influence the cryoprotective capacity of
melatonin.



INTRODUCCION
CRIOPRESERVACION DEL SEMEN OVINO

La ganaderia ovina se encuentra distribuida por todo el planeta para el aprovechamiento de
carne, leche, y también lana, cuero y estiércol. En Espafia, este sector, junto con el caprino,
supone un 4 % de la Produccién Final Agraria del pais, ocupando el quinto lugar en importancia
econdmica por detras del sector porcino, el de vacuno de carne, la avicultura de carne y del
sector vacuno de leche (1). Por tanto, se hace necesaria la aplicacion de biotecnologias de
reproduccion en la especie con el objetivo de aumentar su productividad y rentabilidad de los
rebafios.

Refrigeracion del semen ovino

Dentro de las biotecnologias reproductivas que se podrian utilizar destacan la criopreservacion:
refrigeracion o congelacion de semen. La refrigeracion se considera apropiada para la
conservacion de semen por cortos periodos de tiempo tras su recoleccion, por ejemplo, para
utilizarlo en una inseminacién artificial o una fecundacidn in vitro. Sin embargo, esta técnica
tiene efectos perjudiciales sobre las propiedades fisicas y la morfologia de los espermatozoides
y, por tanto, sobre su capacidad fecundante (2).

La refrigeracion provoca en los espermatozoides una serie de efectos negativos, conocidos como
choque térmico o cold-shock, proporcionales a la velocidad de enfriamiento, el intervalo de
temperatura y el rango de temperatura (3). La susceptibilidad de los espermatozoides de las
distintas especies a estos danos por cold-shock varia, y viene determinada por la relacién de
colesterol y fosfolipidos de su membrana plasmatica. En el caso de la especie ovina esta relacion
es muy baja, dado que los espermatozoides tienen poco colesterol en su membrana, lo que hace
gue sean muy sensibles a las bajas temperaturas (4). Los efectos negativos desencadenados por
el cold-shock en estas células pueden ser:

o Deterioro de la motilidad: El espermatozoide sufre cambios que afectan a Ia
permeabilidad de la membrana plasmatica a nivel del flagelo, disminuye la captacion de
oxigeno y caen los niveles de ATP y, en consecuencia, se reduce la motilidad (5).

e Alteraciones estructurales: Se produce una desorganizacion de la membrana
plasmatica, formandose vesiculas hibridas entre la membrana acrosomal y la membrana
plasmatica debido a que los fosfolipidos de membrana disminuyen tras la refrigeracion,
concretamente la fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina (6). Al mismo tiempo, se
produce una inversiéon de fosfatidilserina hacia la cara externa de la membrana, lo que
provoca inestabilidad y asimetria fosfolipidica (7). Estos cambios también influyen en las
proteinas de la membrana, que pierden su funcién y contribuyen a que la membrana se
torne mas fluida y permeable (8). Ademas, se produce peroxidacion lipidica en la
membrana debido a un aumento en la produccidn de especies reactivas de oxigeno (6).

o Dafio oxidativo: La criopreservacion induce la formacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) por acumulo de productos toxicos del metabolismo, perjudiciales para el
espermatozoide (6) y para el ADN (9). Los niveles altos de ROS provocan la disminucién
de la motilidad y viabilidad, de la integridad acrosomal y del potencial de membrana
mitocondrial (10). Ademas, los espermatozoides dafiados o defectuosos generan
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también grandes cantidades de ROS (11).

e Cambios semejantes a los del proceso de capacitacion (criocapacitacion): La
capacitacion espermatica es un proceso imprescindible para que los espermatozoides
adquieran la capacidad fecundante. Ocurre en el tramo final del Utero o en el oviducto
y conlleva cambios en la membrana plasmatica (12), movimientos del calcio intracelular
(13) y una serie de cascadas de transduccién de sefales bioquimicas (14,15). Se ha
evidenciado que, tras el cold-shock, los espermatozoides se comportan como
espermatozoides capacitados, una situacion que recibe el nombre de criocapacitacién.
La criocapacitacion se debe a las modificaciones y reorganizacién en la membrana de la
cabeza del espermatozoide debido a la redistribucién de fosfolipidos y a la salida de
colesterol (16) que los hace mas reactivos y hace que adquieran un estado parcialmente
capacitado (17).

¢ Aumento de marcadores apoptéticos: con el cold-shock se produce la fragmentacién
de ADN, translocacién de la fosfatidilserina, y presencia de caspasas activas. El descenso
y el posterior incremento de temperatura (al utilizar las muestras seminales refrigeradas
para una inseminacion artificial o fecundacidn in vitro) implican un aumento de estos
marcadores (18) que podrian explicar, en parte, el dafio producido en los
espermatozoides ovinos por la refrigeracion.

Congelacidn de semen ovino

La congelacion de semen es una de las biotecnologias reproductivas mas utilizadas, si bien
requiere un equilibrio adecuado de muchos factores para lograr resultados éptimos, y sus
resultados son muy variables en funcidn de la especie (19). En la especie ovina, dada esa elevada
sensibilidad a las bajas temperaturas comentada anteriormente, los resultados de Ia
inseminacién artificial con semen congelado resultan hasta ahora insatisfactorios (20). En
concreto, la fertilidad obtenida con semen congelado es mucho menor a la de semen fresco,
debido principalmente a una baja viabilidad post-descongelacion (21). Esto es fruto de los dafios
ocasionados en la membrana del espermatozoide durante el proceso de refrigeracion y
congelacion posterior, donde se produce dano oxidativo (22) y se altera la funcion metabdlica
del espermatozoide, disminuyendo asi el nimero de células viables y ocasionando una
capacitacion espermatica prematura (23). Estos danos podrian ser evitados parcialmente
controlando la velocidad de congelacidn, usando un diluyente adecuado y agregando agentes
crioprotectores apropiados.

Por ello, en la criopreservacién de semen ovino se han evaluado diferentes tipos de diluyentes
y agentes crioprotectores obteniéndose resultados muy variables (20). Entre los compuestos
propuestos, destaca la hormona melatonina (22).

LA MELATONINA Y LA REPRODUCCION OVINA

La melatonina es una hormona que se sintetiza principalmente en la glandula pineal durante la
noche a partir del aminoacido triptéfano, aunque también se produce a lo largo del dia en otros
tejidos extrapineales, entre ellos el tracto reproductor masculino (24). Esta hormona se
encuentra implicada en la regulaciéon de muchos procesos fisioldgicos y presenta un mecanismo
de accion muy complejo. Entre otras funciones, participa en la regulacion de los ritmos
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circadianos y circanuales y de la reproduccion en mamiferos estacionales, como es la especie
ovina. También destaca por su accion antioxidante, pues evita el dafio oxidativo en
macromoléculas, células y tejidos (25).

La melatonina puede ejercer muchas de sus funciones a través de su interaccion con receptores
especificos que pertenecen a la superfamilia de receptores de membrana acoplados a proteinas
G (GPCRs, del inglés G-protein coupled receptors). En mamiferos se han descrito dos receptores:
MT1y MT2, mientras que un tercer receptor, MT3, esta presente en aves, anfibios y peces (26).
Ademas, debido a su naturaleza lipofilica, la melatonina también es capaz de atravesar la
membrana plasmatica directamente para ejercer su funcidon en el citoplasma o unirse a
receptores nucleares.

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado la presencia de los receptores de melatonina
MT1 y MT2 en la membrana de los espermatozoides ovinos (27), asi como el posible papel del
receptor MT2 en la capacitacion espermatica (24). En células somaticas, la unidon de melatonina
a estos receptores provoca una cascada de sefalizacion mediada por segundos mensajeros, que
varia segun el tejido y la especie estudiados (28). Muchas de esas rutas de transduccion de
sefiales son las mismas que participan en muchos de los procesos que sufre el espermatozoide
en el tracto reproductor femenino (29), tales como la hiperactivacién, la capacitacion y la
reaccion acrosémica.

En lo que concierne a los procesos reproductivos, la melatonina regula la estacionalidad
reproductiva mediante el eje hipotalamo-hipofisario-gonadal (30). En el caso de la especie ovina,
gue presenta una reproduccién estacional muy marcada, con un periodo reproductivo en otofo
e invierno y otro no reproductivo en primavera y verano, la melatonina actua secretada por la
glandula pineal como estimuladora de la reproduccién, aunque esta también puede verse
afectada por factores ambientales, la nutricion, o incluso las relaciones sociales entre individuos
(31). Ademas de actuar sobre el citado eje, en los machos de algunas especies de mamiferos,
entre ellas la ovina, se ha descrito la presencia de melatonina en el plasma seminal, donde
ejerceria un efecto directo sobre los espermatozoides (32), ya que la adicion in vitro de
melatonina sobre los espermatozoides de morueco produce la disminucién de marcadores de
apoptosis, el aumento de la tasa de fertilidad, y la modulacion del proceso de capacitacién, con
efectos capacitantes o descapacitantes en funcidn de su concentracién (33).

La melatonina en la criopreservacion de semen ovino

La melatonina es un potente antioxidante con aplicaciones utiles en diversos campos. Debido a
su capacidad de eliminar los radicales libres y mejorar las defensas antioxidantes celulares, la
melatonina se puede utilizar en la criopreservacion de semen para protegerlo contra el dafio
oxidativo. La melatonina protegeria a los espermatozoides contra el dafio inducido por el estrés
oxidativo durante la crioconservacioén a través de varios mecanismos, incluyendo la eliminacién
directa del exceso de ROS, la estabilizacion de la integridad de la membrana, la mejora de la
integridad y la funcidon mitocondrial, la mejora de las actividades de las enzimas de defensa
antioxidante, la inhibicién de la apoptosis y la proteccion del ADN (22).

Asi, la adicion de melatonina en dosis seminales antes de la congelacion mejora
significativamente la motilidad de espermatica y la integridad de la membrana, en conejo (34),



humano (35), toro (36). Ademas, en vacuno también se observa una mejora de los valores de
integridad del acrosomal y de potencial de la membrana mitocondrial (36).

En la especie ovina en concreto, se han ensayado distintas concentraciones de melatonina (entre
1 uM y 1 mM) para la criopreservacion muestras seminales (37, 38, 39). En estos estudios se
evidencid una reduccidn de la produccion de superdxidos mitocondriales, junto con una mejora
de la motilidad, la viabilidad, las concentraciones intracelulares de ATP y la integridad del ADN
(37,39).

Sin embargo, aunque hay resultados que indican que la melatonina ejerce efectos positivos
durante la criopreservacion, también hay resultados que indican que podria no ejercer ningun
efecto beneficioso durante este proceso (39). Por lo tanto, es necesario dilucidar las funciones
exactas de la melatonina en la criopreservacion de semen ovino.

EL GEN DEL RECEPTOR DE MELATONINA 1A (MTNR1A) Y SU ASOCIACION CON LA
REPRODUCCION ESTACIONAL

Como hemos visto, la melatonina puede ejercer muchas de sus funciones a través de su
interaccion con sus receptores especificos de membrana. Los receptores de melatonina son
receptores acoplados a proteinas G que presentan siete dominios transmembrana, un dominio
extracelular N-terminal y tres bucles extracelulares (40).

El gen del receptor de melatonina 1A (MNTR1A) presenta varios polimorfismos y parece jugar
un papel clave en el control de la estacionalidad inducida por el fotoperiodo (41). Diferentes
estudios en diversas razas ovinas han encontrado dos mutaciones silenciosas en las posiciones
606 y 612, detectables mediante el uso de dos enzimas de restriccion, Rsal y Mnll,
respectivamente (42) y asociadas con la mayor o menor estacionalidad de sus portadores (43,
44). Sin embargo, otros autores no encontraron ninguna relacién entre los polimorfismos del
gen MNTR1A vy la estacionalidad reproductiva en las ovejas de lle-de France (44), lo que indicaria
que el efecto de estos polimorfismos podria depender de la raza y/o de las condiciones
ambientales. En las hembras de raza Rasa Aragonesa, se ha descrito que el alelo T del SNP606
se asocia a un mayor porcentaje de hembras ciclicas durante la estacidon no reproductiva (45),
mientras que en los machos, el genotipo T/T para el polimorfismo Rsal y G/G para el
polimorfismo Mnll se relacionan con un adelanto de la actividad reproductiva de machos
jovenes nacidos en otofio o con un comportamiento reproductivo mas intenso en machos
adultos en primavera, durante la estacion no reproductiva (46).

A pesar de esto estudios preliminares sobre el comportamiento sexual en machos ovinos, la
mayoria de los estudios sobre la influencia de estos polimorfismos de MNTR1A en la
estacionalidad ovina se han realizado en hembras, por los que se desconoce su efecto en machos
ovinos, y en concreto, sobre su calidad seminal. Ademas, dado que la melatonina podria ejercer
sus funciones crioprotectores a través de los receptores de melatonina, se desconoce si también
podrian influir en el efecto de esta hormona durante la refrigeracion y congelacién de dosis
seminales ovinas.



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Los espermatozoides ovinos, dado que tienen poco colesterol en su membrana, son
especialmente susceptibles al dafio por frio o cold-shock. Este dafio por frio se manifiesta con
cambios en la motilidad, inicio del proceso apoptético y la capacitacion y dafio oxidativo (19).

Por otro lado, la melatonina es una hormona sintetizada principalmente en la glandula pineal y
gue esta implicada en la regulacion de muchos procesos fisioldgicos, entre ellos la reproduccién
estacional de la especie ovina, a través del eje hipotalamo-hipofisiario-gonadal (30). También
esta presente en el tracto reproductor masculino, donde tendria efectos directos sobre los
espermatozoides (47). Por otro lado, es bien conocida por su papel antioxidante, por lo que
puede ser afiadida a los medios de criopreservacién con el fin de proteger a los espermatozoides
de los efectos del cold-shock (22).

La melatonina puede ejercer muchas de sus funciones a través de su interaccidn con receptores
especificos, denominados MT1y MT2 en mamiferos (26). El gen del receptor de melatonina 1A
(MNTR1A) presenta varios polimorfismos, entre ellos dos mutaciones silenciosas en las
posiciones 606 (Rsal) y 612 (Mnll) que parece jugar un papel clave en el control de la
estacionalidad inducida por el fotoperiodo en la especie ovina (48). Asi, en la raza Rasa
Aragonesa, el alelo T del SNP606 se asocia a un mayor porcentaje de hembras en celo durante
la estacién no reproductiva (45) y a un adelanto de la actividad reproductiva de machos jovenes
nacidos en otofio o con un comportamiento reproductivo mas intenso en machos adultos en
primavera, durante la estacién no reproductiva (46). Sin embargo, se desconoce la posible
influencia de este polimorfismo en la accidn crioprotectora de la melatonina.

Por tanto, a la vista de los antecedentes expuestos, la hipdtesis que se plantea en este trabajo
es que el polimorfismo Rsal del gen MTNR1A podria influir en la respuesta de los
espermatozoides a la adicion de melatonina durante la criopreservacion.

De este modo, el objetivo principal de este trabajo fue estudiar la influencia de los
polimorfismos del gen MTNR1A en el efecto crioprotector de la melatonina exdgena afiadida en
dosis seminales ovinas. Para ello, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Analizar el efecto de diferentes tratamientos térmicos (refrigeracién y congelacion) y la
melatonina en los espermatozoides ovinos, con el fin de seleccionar el mas adecuado para
el desarrollo del objetivo principal del trabajo.

2. Estudiar el efecto de la melatonina durante la criopreservacién de espermatozoides ovinos
obtenidos de machos portadores de diferentes genotipos para el polimorfismo Rsal del gen
MTNR1A.



MATERIALES Y METODOS
PROCESADO DE LAS MUESTRAS ESPERMATICAS

Obtencidn de las muestras seminales

El semen utilizado para realizar este trabajo se obtuvo a partir de seis moruecos adultos,
previamente genotipados para el polimorfismo Rsal del gen MTNR1A (2 C/C, 2 C/Ty 2 T/T),
estabulados en las instalaciones del Servicio de Experimentacién Animal (SEA) de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad de Zaragoza. El mantenimiento de estos animales, asi como la
obtencion de muestras corrieron a cargo del personal del SEA. Durante la estacién no
reproductiva se obtuvieron dos eyaculados consecutivos por morueco, tras un periodo de
abstinencia de 48 horas, usando el método de vagina artificial, pero se utilizaron sélo los
segundos en base a resultados previos que demostraron que estos tenian mejores parametros
de calidad que los primeros (49). Las muestras seminales se mantuvieron a 37 °C hasta su uso.

Para la puesta a punto del protocolo de refrigeracién y congelacién, se trabajo con la mezcla de
los segundos eyaculados de todos los machos para evitar diferencias individuales, pero tras la
puesta a punto se trabajé con las muestras individuales para determinar si los espermatozoides
de los machos portadores de cada genotipo responden de forma distinta a la melatonina
durante los procesos de criopreservacion.

Refrigeracién, congelacidn y descongelacion de las muestras

Con el objeto de estudiar la posible la influencia de los polimorfismos del gen MNTR1A en el
efecto crioprotector de la melatonina durante la refrigeracién y congelacién de dosis seminales
ovinas, fue necesario realizar una puesta a punto previa con el fin de evaluar el efecto de los
tratamientos de criopreservacién y distintas concentraciones de melatonina sobre los
espermatozoides ovinos.

En relacion a la criopreservacion, se evalud tanto la refrigeracion a 5 °C como la congelacion con
vapores de nitrogeno. Para ello, las muestras seminales se diluyeron en un medio comercial
basado en lecitina de soja (Ovixcell ®, IMV Technologies, Francia) hasta alcanzar una
concentracion final de 4 x 108 células/ml (50). La refrigeracion de las muestras espermaticas se
realizéd mediante una rampa de temperatura, de 35 a 5 °C, utilizando un bafio termostatizado
que permite una bajada controlada de la temperatura de -1 °C /min. Una vez alcanzada dicha
temperatura, se procedié a una fase de estabilizacidn, en la que las muestras permanecieron a
5 °C durante otros 30 minutos mas.

Para la congelacidn espermatica, las muestras se sometieron al mismo proceso de refrigeracién
anterior para después ser introducidas en pajuelas de 250 pul que se congelaron con vapores de
nitrégeno a-120 °C. Una vez congeladas, las pajuelas se mantuvieron en un tanque de nitréogeno
liquido hasta su evaluacién post-descongelacion.

En ambos casos se evaluaron dos concentraciones distintas de melatonina, una concentracidn
alta (1 mM) y una baja (1 uM), elegidas en base a estudios previos (3,4). La melatonina se
disolvio en dimetilsulféxido (DMSO) y PBS (del inglés phosphate-buffered saline: NaCl 137 mM,
KCl 2,7 mM, Na;HPO,4 8,1 mM y KH,PO,4 1,7 mM, pH 7,4) y se afiadid a las muestras seminales
previamente a su congelacidn, para conseguir unas concentraciones finales de 1 pM y 1 mM,
respectivamente. La concentracion final de DMSO en todas las muestras fue del 0,1 % (v/v). A



las muestras control sin melatonina se les afiadid la misma concentracién de DMSO que a las
muestras con melatonina, para tener en cuenta un posible efecto de dicho compuesto.

Por ultimo, la descongelacion de las muestras se realizé introduciendo las pajuelas durante 35
segundos en un bano termostatizado a 37 °C.

EVALUACION DE LAS MUESTRAS ESPERMATICAS

Calculo de la concentracién espermatica

La determinacién de la concentracidon de las muestras espermaticas se calculé usando una
camara de Neubauer (Marienfeld, Alemania), tras una dilucién 1/2000 del semen fresco con
agua. Se coloco una gota de 8 pl en la cdmaray se observd con el objetivo 10x en un microscopio
de contraste de fases. Se contaron las células existentes en 16 cuadriculas de la camara y se
aplico la férmula:

C=n? de espermatozoides contados x 10* x = espermatozoides/ml

dilucion
Analisis de la motilidad espermatica

La determinacién de la motilidad espermatica se realizé utilizando un sistema automatizado de
analisis espermatico asistido por ordenador (CASA, del inglés Computer-assisted Sperm Analysis)
que utiliza un software libre de cddigo abierto desarrollado por nuestro grupo de investigacion,
denominado OpenCASA (52). Las muestras seminales se diluyeron 1/100 en un medio de analisis
espermatico compuesto por sacarosa 0,25 M, EGTA 100 mM, NaH,PO4 0,5 mM, glucosa 50 mM,
HEPES 100 mM y KOH 20 mM.

Para proceder al andlisis, se depositd una gota de 6 pl de la dilucion espermatica en un
portaobjetos y se analizd en un microscopio de contraste de fases con objetivo 10x conectado a
un ordenador y a una cdmara de video capaz de grabar 60 fotogramas por segundo durante un
segundo. Se analizaron al menos cinco campos por gota. El programa OpenCASA clasifica los
espermatozoides en funcion de su movimiento, proporcionando, entre otros datos, valores de
motilidad total (MT, porcentaje de espermatozoides matiles) y de motilidad progresiva (MP,
porcentaje de espermatozoides que se mueven siguiendo una trayectoria recta).

Estudio de la viabilidad celular (integridad de la membrana plasmatica)

La viabilidad, entendida como la integridad de la membrana espermatica, se valoré mediante el
método descrito por Harrison y Vickers en 1990 (53) , conocido como la doble tincién de
diacetato de carboxifluoresceina/ioduro de propidio (CFDA/IP). Esta técnica se basa en la
distinta coloracién fluorescente que presentan los espermatozoides tras su incubacion con estos
dos compuestos en funcidon de su viabilidad. Se consideraron viables los espermatozoides
tefidos de color verde, puesto que al tener su membrana integra presentan impermeabilidad al
ioduro de propidio y sus esterasas hidrolizan el diacetato de carboxifluoresceina, que es
incoloro, a carboxifluoresceina, de color verde. Por el contrario, los espermatozoides de
coloracién roja se consideraron no viables, dado que la membrana dafiada es permeable al
ioduro de propidio, el cual penetra en el interior de la célula y se une al ADN generando el color
rojo (Figura 1A).

Las muestras seminales se diluyeron en el medio descrito anteriormente, a una concentracion
final de 5x 10° células/ml a la que se adicionaron 3 pl de diacetato de carboxifluoresceina (Merck



KGaA, Darmstadt, Alemania, 10 uM en DMSO), 3 pl de ioduro de propidio (Merck KGaA, 7,3 uM
en agua destilada), y 5 ul de formaldehido (1,7 mM en agua destilada) para la fijacién de las
células. Seguidamente las muestras se incubaron en estufa a 37 °C en oscuridad durante 15
minutos.

Trascurrido el tiempo, las muestras se analizaron mediante un citdmetro de flujo Beckman
Coulter FC 500 (Beckman Coulter Inc, Fullerton, California, EEUU), equipado con dos laseres de
excitacion (laser de Argdn de 488 nm refrigerado por aire, y laser rojo de estado sélido de 633
nm) y cinco filtros de absorbancia (FL1-525, FL2-575, FL3-610, FL4-675 and FL5-755; 5 nm). La
fluorescencia se detecté empleando los filtros FL1-525 + 5 nm (para CFDA) y FL4-675 + 5 nm
(para IP). Se analizaron un total de 20.000 eventos, con una media de 500-1.000
eventos/segundo y se diferenciaron cuatro subpoblaciones de espermatozoides,
considerandose los IP-/CFDA+ como viables (Figura 1B).
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Figura 1.A) Imagen representativa de la doble tincién de los espermatozoides ovinos con diacetato de
carboxifluoresceina/ ioduro de propidio (CFDA/IP), evaluada mediate microscopia de fluorescencia con filtro B-2A
(filtro de excitacion 450-490 nm) y aumento 400x B) Imagen respresentativa de la integridad de membrana evaluada
por citometria de flujo, utilizando los fotodetectores FL1 y FL4.

Determinacién de la inversién de fosfatidilserina

La fosfatidilserina (FS) es un fosfolipido que en una situacion normal se encuentra en la cara
interna de la membrana plasmatica. En procesos apoptéticos se transloca a la cara externa para
que la célula sea reconocida por los fagocitos y ser asi eliminada. Este suceso puede ser evaluado
utilizando una proteina caracterizada por su alta afinidad por la FS, denominada anexina V
(Anex), y que puede obtenerse de forma comercial en combinacién con cualquier colorante
fluorescente para su deteccion mediante un microscopio de fluorescencia o un citémetro de
flujo. En este trabajo se usé Annexin V (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts
Estados Unidos) para marcar aquellas células que presentasen inversion de FS con fluorescencia
verde. Ademads, se combind con ioduro de propidio (IP), que permite diferenciar las células que
presentan membrana integra de las que tienen la membrana dafiada (fluorescencia roja).

Para proceder con el andlisis, se diluyeron las muestras en el tampdn facilitado por la casa
comercial (Binding Buffer Apoptosis Detection Kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts Estados Unidos) hasta alcanzar una concentracién de 4 x 10° células/ml.
Posteriormente se incubaron a 37 2C en oscuridad durante 15 minutos con 2 uL de FITC-Annexin
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Vy 3 pL de IP. Las muestras fueron analizadas por citometria de flujo, empleando los filtros FL1-
525+ 5 nm (para anexina) y FL4-675 = 5 nm (para IP). De esta forma, podemos distinguir cuatro
poblaciones diferentes en nuestra muestra: células no viables con inversion de FS (Anex+/1P+),
células viables con inversion de la (Anex+/1P-), células no viables sin inversion de FS (Anex-/IP+)
y células viables sin inversion de FS (Anex-/IP-). Esta uUltima poblacién es la que se evalud en este
trabajo (Figura 2).
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Figura 2. Imagen respresentativa de la evaluacién de la translocacidn de fosfatidilserina en la membrana espermética
ovina, evaluada por citometria de flujo, utilizando los fotodetectores FL1y FL4.

Estudio de los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) fueron evaluados con el colorante 2’,7’-
diclorohidrofluorescein-diacetato (H,DCFDA), capaz de atravesar la membrana plasmatica del
espermatozoide y penetrar en el interior celular para ser hidrolizado por esterasas intracelulares
a 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (H,DCF), un compuesto no permeable y no fluorescente, que
posteriormente es oxidado por H,0; a diclorofluoresceina (DCF), que emite fluorescencia a 530
nm tras su excitacion a 488 nm (54). El H,DCFDA se utiliz6 en combinacién con yoduro de
propidio (IP), el cual nos permite distinguir entre células viables y no viables.

Para proceder con la evaluacion, las muestras se diluyeron para alcanzar una concentracién de
5 x 10° células/ml y se incubaron 15 minutos a 37 °C en oscuridad con 5 pl de H,DCFDA 10 pM,
3uldelIP 1,5 mM y 5 pl de formaldehido al 0,5 % (v/v) en agua MilliQ para la fijacidn celular.
Transcurrido el tiempo de incubacién, las muestras se analizaron por citometria de flujo
empleando los filtros FL1-525 + 5 nm (para H,DCFDA) y FL4-675 + 5 nm (para IP). En este trabajo
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sélo se tuvieron en cuenta las células H,DCFDA-/IP-, correspondientes a espermatozoides
viables con bajos niveles de ROS (Figura 3).
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Figura 3. Imagen respresentativa de las poblaciones obtenidas en la evaluacion de los niveles de especies reactivas
de oxigeno (ROS) por citometria de flujo, utilizando los fotodetectores FL1 y FL4.

Evaluacion del estado de capacitacion mediante la tincién con clorotetraciclina

La clorotetraciclina (CTC) es un antibiotico fluorescente que al penetrar en la célula espermatica
se une al calcio libre. Esto da lugar a patrones caracteristicos de tincién en funcion de la
distribucién intracelular de ese catidn, que permiten hacer una distincidon entre células no
capacitadas, capacitadas y reaccionadas (55). En este trabajo se utilizé una versién modificada
del protocolo descrito por Ward y Storey (56) y validada para semen ovino por nuestro grupo de
investigacion (14).

La solucion de clorotetraciclina se prepard el mismo dia del experimento a una concentracion
de 750 uM en una solucidon tampdn que contenia Tris 20 mM, NaCl 130 mM y cisteina 5 uM,
(esterilizada por un filtracion en un filtro de 0,22 um y pH a 7,8).

Para preparar la tincién celular se mezclaron 18 pl de cada muestra (diluidas a una concentracién
de 8x107 células/ml en el medio de andlisis espermético descrito anteriormente) con 20 pl de la
soluciéon de CTC y se fijaron con 5 pl de una solucién de paraformaldehido al 1,25% (p/v) en
tampon Tris-HCI 0,5M, pH 7,4. Las muestras se incubaron a 4 °C durante 30 minutos en
oscuridad. Para la evaluacion de las muestras, se deposité una gota de 10 pul de cada muestra en
un portaobjetos a la que se le afiadieron 4 ul de trietilendiamina (DABCO) 0,22 M diluido en
glicerol:PBS (9:1 v/v) para conservar la florescencia. Después, se colocd un cubreobjetos y se
sello la preparacién con esmalte, siempre realizando estos procesos protegidos de la luz.

Las muestras fueron evaluadas a 1000x aumentos con un microscopio de fluorescencia (Nikon
Eclipse E-400, Nikon Corporation, Kanagawa, Japon) equipado con un filtro V-2A y usando un
objetivo de inmersidn. Se evaluaron 200 espermatozoides por muestra y se clasificaron en tres
tipos distintos segln su patrén de tincidén (Fig. 4): no capacitados (NC, distribucién de la
fluorescencia en la cabeza, con o sin una banda ecuatorial brillante), capacitados (C, con
fluorescencia en la porcidn anterior de la cabeza) y células con el acrosoma reaccionado (R, sin
fluorescencia en la cabeza).
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Figura 4. Espermatozoides ovinos tefiidos con clorotetraciclina (CTC) y visualizados con microscopia de fluorescencia
con filtro V-2A y aumento 1000x. Se pueden distinguir espermatozoides no capacitados (NC), capacitados (C) y
reaccionados (R).

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se muestran como la media + S.E.M (error estandar de la media) del nimero de
muestras indicadas para cada caso. Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el test
estadistico de chi-cuadrado (x2) con el software GraphPad Prism (v 8.01; GraphPad Software,
San Diego, CA, USA).
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RESULTADOS Y DISCUSION

EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA FUNCIONALIDAD ESPERMATICA DURANTE
LA REFRIGERACION Y CONGELACION DE SEMEN

Como primer objetivo de este trabajo, se analizaron las alteraciones provocadas en los
espermatozoides ovinos por los diferentes tratamientos térmicos, refrigeracién o congelacion,
con el fin de seleccionar el mas adecuado para el desarrollo del objetivo principal del trabajo,
ademas del efecto crioprotector de la melatonina durante este proceso.

Durante la refrigeracion, como se puede observar en la tabla 1, el descenso controlado de la
temperatura (-1 °C/min) hasta 5 °C, provocé una disminucion (P<0,001) en los porcentajes de
espermatozoides matiles totales y espermatozoides viables sin inversion de fosfatidilserina en
todas las muestras refrigeradas, tanto control como con melatonina (1 mM y 1 uM), con
respecto a la muestra inicial, junto con un aumento de la motilidad progresiva (P<0,001).
También se produjo un descenso (P<0,001) del porcentaje de espermatozoides no capacitados,
con el consiguiente aumento del porcentaje de espermatozoides capacitados. La viabilidad y el
porcentaje de espermatozoides viables con bajos niveles de ROS no se vieron afectados.

Tabla 1. Efecto de la refrigeracion sobre la funcionalidad espermatica en muestras sin tratamiento térmico (inicial),
refrigeradas sin (control) o con diferentes concentraciones de melatonina (1 mM é 1 uM) afiadidas previamente a la
refrigeracion. Los resultados se muestran como media £ error estandar del % de espermatozoides métiles totales
(M.T.), métiles progresivos (M.P.), con membrana integra (viabilidad), viables con bajos niveles de ROS (ROS-), viables

sin inversidn de fosfatidilserina (Anex-), no capacitados (NC), capacitados (C) y reaccionados (R), de n = 6. ** P<0,01;
*** p < 0,001 indican diferencias significativas con respecto a la muestra inicial ### P<0,001; ##P<0,01; # P<0,05:
indican diferencias significativas entre las muestras refrigeradas con y sin melatonina.

Muestra inicial Refrigerado control  Refrigerado 1 mM Refrigerado 1 pM
M.T 88,402+ 64,888+ 67,392+ 62,431+
3,532 11,055*** 10,038*** 11,234***
M.P 13,140+ 27,277+ 33,888+ 21,397+
3,340 5,089*** 5,964***# 4,964***#
Viabilidad 80,067+ 79,440+ 80,940+ 75,480+
2,612 2,958 3,041 4,223
ROS- 64,217+ 60,850+ 63,283+ 61,583+
12,393 11,657 12,216 10,724
Anex- 49,083+ 23,700+ 27,750+ 20,183+
9,234 12,825*** 11,369*** 9,550***
NC 95,833+0.980 89,167+2.713*** 88,333+3,509*** 88,333+2,496***
(o 3,333+0,989 9,167+2,626*** 10,500+3,243*** 10,167+2,600***
R 0,833+0,401 1,500+0,619 1,000+0,365 0,833+0,167

Por su parte, la presencia de melatonina durante la refrigeracion sélo afecté a la motilidad
progresiva, mejorandola con respecto al control cuando se afiadié a alta concentracién (1 mM,
P<0,05), y disminuyéndola con la concentracién mas baja (1 uM, P<0,05).

Los resultados obtenidos con la concentracién de melatonina 1 mM concuerdan con los
obtenidos por Rateb et al. (2) con una concentracidn ligeramente menor a la utilizada en este
trabajo (0,3 mM), y en los que se observdé un aumento significativo en el porcentaje de
espermatozoides matiles progresivos en las muestras refrigeradas con melatonina tanto antes
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del proceso de refrigeracion como después de 24 y 48 horas. Sin embargo, estos resultados con
los obtenidos en otros trabajos del grupo (datos no publicados, 51) en los que no se vieron
diferencias en la motilidad progresiva de los espermatozoides refrigerados con distintas
concentraciones de melatonina (100 pM, 10 nM y 1 uM) ni en la viabilidad, pero si en el estado
de capacitacién. Por el contrario, un estudio de Bhalothia et al. reveld que una concentracién
de melatonina 1 mM disminuye de la motilidad progresiva, viabilidad y nivel de especies
reactivas (ROS), durante una refrigeracién a 4 °C durante 72 horas (57).

Posiblemente, las diferencias en la forma de refrigeracidén (con o sin rampa de temperatura
controlada), el tiempo que los espermatozoides permanecen a 5 °C o la estacionalidad
reproductiva caracteristica de los moruecos podrian explicar la diferencia con esos resultados
previos (51, 57).

En el tratamiento de congelacién (Tabla 2), las muestras se sometieron al mismo proceso de
refrigeracion anterior para después ser empajueladas y congeladas con vapores de nitrégeno.
Tras este proceso se observé una disminucion drastica (P<0,001) de todos los parametros
analizados en todas muestras a excepcion de la motilidad progresiva en las muestras con
concentracion alta y baja de melatonina, y del porcentaje de espermatozoides reaccionados.
También se produjo una bajada (P<0,001) en todos los parametros, a excepcion del porcentaje
de espermatozoides reaccionados, en comparacién con la muestra refrigerada.

Tabla 2. Efecto de diferentes tratamientos de criopreservacion (refrigeraciéon y congelacion) sobre la funcionalidad
espermatica en muestras sin tratamiento térmico (inicial), refrigeradas y congeladas sin (control) o con diferentes
concentraciones de melatonina (1 mM ¢ 1 uM) afiadidas previamente. Los resultados se muestran como media +
error estandar del % de espermatozoides moétiles totales (M.T.), métiles progresivos (M.P.), con membrana integra
(viabilidad), viables con bajos niveles de ROS (ROS-), viables sin inversion de fosfatidilserina (Anex-), no capacitados
(NC), capacitados (C) y reaccionados (R, segun tincién con CTC), de n = 5. ** P<0,01; *** P < 0,001 indican diferencias
significativas con respecto a la muestra inicial, #44 P<0,001 y 44 P<0,01 indican diferencias significativas con
respecto a la muestra refrigerada y ### P<0,001; ##P<0,01; # P<0,05 indica diferencias entre las muestras congeladas
con y sin melatonina.

Muestra Muestra Congelado Congelado Congelado

inicial refrigerada control 1mM 1uM
M.T. 88,402+ 64,888+ 29,887+ 17,01+ 28,536+
3,532 11,055*** 11,427 o 44 2,344 e0etttt | 11,275 ee¢
M.P. 13,140% 27,277+ 29,998+ 14,325+ 16,930+
3,340 5,089*** 15,513 ¢4 9,377 se ettt 7,6150 0011
S 80,067+ 79,440+ 8,800+ 6,560+ 7,400+
Viabilidad
2,612 2,958 3,663 044 1,897***¢0¢ 3,078 ¢4
ROS- 64,217+ 60,850+ 8,540+ 6,960+ 7,940+
12,393 11,657 2,620*** e 4¢ 1,264 * 004 2,454*** 004
Anex- 49,083+ 23,700+ 4,740+ 1,500+ 2,360+
9,234 12,825*** 2,962*** 444 0,406*** oot 1,716 *e0 et
NC 95,833+0.98 80,167+2.713%* 81 ,00913,376** 81 ,60912,421 ** 78,20912,557**
0 * * 224
C 3333:0980  9.167+2,626% 17,20(112,800** 17,00912,236** 19,20912,396**
*" * *
R 0,833+0,401 1,500+0,619 1,800+0,917 1,400+0,400 2,600+1,030#
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La adicion de melatonina durante el proceso de congelacidon no sélo no evitd los dafios
producidos por este proceso, sino que incluso empeord la motilidad total (P<0,001), el
porcentaje de espermatozoides viables sin inversion de fosfatidilserina (P<0,01) y el porcentaje
de espermatozoides reaccionados (P<0,05). Aun asi, ambas concentraciones de melatonina
evitaron el aumento del porcentaje de espermatozoides métiles progresivos producidos por la
criopreservacion, de forma que las muestras congeladas con esta hormona tenian unos
porcentajes similares a los de la muestra inicial.

Numerosos estudios evidencian cambios en la viabilidad, motilidad total y motilidad progresiva
en muestras seminales ovinas sometidas a un proceso de congelacion. Por ejemplo, en un
estudio de Pool et al, la melatonina a concentracién 0,1, 10 y 100 uM mejoré la motilidad total
post-congelacién en comparacién con el control. Sin embargo, esto no se correspondid con una
mejora en la viabilidad o la motilidad progresiva (37). Concentraciones mayores de melatonina
(1 mM) parecen proteger a los espermatozoides ovinos del dafio a la congelacidén, mejorando
parametros como la viabilidad y la motilidad (38), a diferencia de lo observado en este trabajo.
Este efecto beneficioso de la melatonina observado por Succu et al. (5) podria deberse a que la
melatonina es capaz de optimizar la distribucién de las enzimas OXPHOS y aumentar las
actividades de los complejos respiratorios (58).

En general, a la vista de los resultados obtenidos, se puede concluir que la refrigeracion hasta
los 5 °C causa menos daio en los espermatozoides ovinos que los tratamientos de congelacién
con vapores de nitrogeno, como habian demostrado trabajos previos (2,4,59). Ademas, en
nuestras condiciones experimentales, la presencia de melatonina durante la congelacién parece
ser mas perjudicial que beneficiosa, al contrario que en trabajos previos (2,4,59).

Por tanto, debido a los resultados obtenidos durante el proceso de congelacion, se decidid
investigar el efecto del genotipo del receptor de melatonina 1 sobre la capacidad protectora de
la melatonina Unicamente en muestras refrigeradas.

INFLUENCIA DEL GENOTIPO PARA EL RECEPTOR DE MELATONINA 1 (MTNR1A) EN
LA ACCION PROTECTORA DE LA MELATONINA SOBRE LA FUNCIONALIDAD
ESPERMATICA DURANTE LA REFRIGERACION A 5 °C

Efecto sobre la motilidad

Como se observa en la figura 5, el proceso de refrigeracion produjo disminucidn significativa de

la motilidad total (P<0,001) con respecto de las muestras iniciales en todos los genotipos
analizados, al igual que observamos en el apartado anterior.
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Figura 5. Porcentaje de espermatozoides métiles totales en muestras espermaticas inicial y refrigeradas sin (control)
o con diferentes concentraciones de melatonina (1 mM 6 1 uM), obtenidas de machos portadores de los genotipos
C/C, C/T y T/T para el receptor de melatonina MT1 (MTRA1). Los resultados se muestran como media = SEM de n=6.
*** P<0,001 comparando con la muestra de inicial; ### P<0,001 comparando con la muestra refrigerada control.

Por otro lado, la adicion de melatonina antes de la refrigeracién no mejord, sino que empeord
la motilidad total en las muestras tratadas con la concentracion baja de melatonina para los
genotipos C/Ty C/Cy la concentracion alta en el caso de los genotipos C/Cy T/T (P<0,001).

En cuanto a la motilidad progresiva (Figura 6), se observd una disminucion significativa de este
parametro Unicamente en las muestras refrigeradas de los genotipos C/T y C/C respecto a la
muestra inicial (P<0,001). Ademas, la adicién de melatonina produjo, por un lado, un aumento
(P<0,05) de la motilidad progresiva en las muestras del genotipo C/T (1 uM), mientras que
disminuy6 en las del genotipo C/C (1 uM, P<0,01) y T/T (1 mM, P<0,05).
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Figura 6. Porcentaje de espermatozoides métiles progresivos en muestras espermaticas inicial y refrigeradas sin
(control) o con diferentes concentraciones de melatonina (1 mM 6 1 uM), obtenidas de machos portadores de los
genotipos C/C, C/T y T/T para el receptor de melatonina MT1 (MTRA1). Los resultados se muestran como media
SEM de n=6. *** P<0,001, ** P<0,01 y *P<0,05 comparando con la muestra inicial; ## P<0,01 y # P<0,05 comparando
con la muestra refrigerada control.
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Pese a que estos resultados sugieren que no existe una relacion clara entre el genotipo y la
respuesta a la adicién de melatonina en lo que concierne a la motilidad, el receptor MT1 podria
estar relacionado con la modulaciéon de la motilidad espermatica en la especie ovina ya que, tal
y como demostrd nuestro grupo de investigacion, el receptor MT1 se encuentra presente en el
cuello y en la pieza intermedia del flagelo (60) donde se encuentran las mitocondrias que
proporcionan la energia necesaria para la motilidad. El hecho de que ambas concentraciones de
melatonina ensayadas disminuya la motilidad los espermatozoides con genotipo C/C, y que
Unicamente la baja lo sea para C/T y la alta para T/T sugieren una distinta sensibilidad a esta
hormona en funcién del genotipo.

Esta distinta respuesta a la melatonina también la observamos en la motilidad progresiva. En
este caso, la disminucién en la motilidad progresiva suele estar asociada a un proceso de
hiperactivacién espermatica, un cambio en el patron de motilidad que sufre el espermatozoide
asociado a la capacitacion. Se ha descrito que la melatonina puede potenciar la hiperactivacién
espermatica a través del receptor MT1 en hamster (61). En este caso, el hecho de que los
genotipos C/Cy T/T muestren una disminucién de la motilidad progresiva con concentraciones
distintas de melatonina, mientras que en genotipo C/T este parametro aumente, sugiere que el
polimorfismo Rsal, aunque no implique un cambio de aminoacido (62), de alguna manera podria
afectar a la afinidad del receptor por la melatonina lo que explicaria las distintas respuestas con
distinta concentracion de esta hormona, e incluso efectos opuestos.

Efecto sobre la integridad de membrana

Tal y como se observa en la figura 7, el descenso en la viabilidad, entendida como integridad de
membrana plasmatica, producido por la refrigeracion a 5 °C no fue significativo en ninguna de
las muestras para ninguno de los genotipos. Estos resultados contrastan a los obtenidos en otros
trabajos, en los que si se vio que la refrigeracion provocaba una disminucion de la viabilidad,
tanto en ausencia como en presencia de melatonina a una concentracion 0,3 mM tras 24 y 48
horas de refrigeracion (2) y otros en los que la adicion de melatonina de concentracion 1 mM
mejord parametros como la viabilidad y la motilidad (63).

En nuestro caso, los espermatozoides fueron mantenidos tan solo durante 30 minutos a 5 °C por

lo que es posible que no fuese tiempo suficiente para observar cambios en la viabilidad ni la
posible implicacion del genotipo del receptor en la respuesta a la adicion de melatonina.
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Figura 7. Porcentaje de espermatozoides viables en muestras espermaticas inicial y refrigeradas sin (control) o con
diferentes concentraciones de melatonina (1 mM ¢é 1 uM), obtenidas de machos portadores de los genotipos C/C, C/T
y T/T para el receptor de melatonina MT1 (MTRA1). Los resultados se muestran como media + SEM de n=6.

Efecto sobre los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Al evaluar los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) producidos por la refrigeraciéon a 5
°C tampoco se observaron cambios significativos en ninguna de las muestras para ninguno de
los genotipos (Figura 8), por tanto, no se puede concluir que la melatonina tenga un efecto
protector frente al estrés oxidativo en espermatozoides refrigerados durante 30 minutos.
Probablemente seria necesario aumentar el tiempo que los espermatozoides permanecen en
refrigeracion para observar algln efecto, y también para estudiar la posible implicacion del
receptor MT1 en el posible papel antioxidante de la melatonina. Aunque la melatonina ejerce
su accién antioxidante directamente atravesando la membrana plasmatica (64), también puede
hacerlo indirectamente uniéndose a sus receptores, lo que desencadena la fosforilacién de la
AMPK (proteina quinasa activada por AMP) y la consecuente activacion de las enzimas de
defensa antioxidante (34).

ROS

=

o

[=]
]

a C/IC
= CT
= 1T

P33 [23 [+
(=] [=] o
1 1 1

con bajos niveles de ROS
N
o
1

% Espermatozoides viables

Tratamiento

Figura 8. Porcentaje de espermatozoides viables sin ROS en muestras espermaticas inicial y refrigeradas sin (control)
o con diferentes concentraciones de melatonina (1 mM 6 1 uM), obtenidas de machos portadores de los genotipos
C/C, C/Ty T/T para el receptor de melatonina MT1 (MTRA1). Los resultados se muestran como media = SEM de n=5.
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Efecto sobre la inversion de la fosfatidilserina

De nuevo, como se aprecia en la figura 9, cuando se comparé entre las muestras refrigeradas y
sin refrigerar la inversion de la fosfatidilserina, no se percibieron efectos significativos en
ninguna de las muestras para ninguno de los genotipos. Estos resultados contrastan con los
obtenidos en el objetivo 1 de este trabajo, en el que la refrigeracién produjo un descenso del
porcentaje de espermatozoides vivos sin inversidn de la fosfatidilserina, aungque en ese caso la
adicion de melatonina tampoco produjo ningun efecto beneficioso. Dado que los experimentos
de ambos objetivos se hicieron en épocas distintas, es posible que esto influya en Ia
susceptibilidad de los espermatozoides al cold-shock (3).

Inversién de la fosfatidilserina

09 C/C
= oT
[—

de fosfatidilserina

sin inversion

% Espermatozoides viables

Tratamiento

Figura 9. Porcentaje de espermatozoides viables sin inversidn de la fosfatidilserina (IP-/Annexin-V -) en muestras
espermaticas inicial y refrigeradas sin (control) o con diferentes concentraciones de melatonina (1 mM 6 1 uM),
obtenidas de machos portadores de los genotipos C/C, C/T y T/T para el receptor de melatonina MT1 (MTRA1). Los
resultados se muestran como media = SEM de n=4.

Efecto sobre la capacitacion

Finalmente, al evaluar el estado de capacitacion mediante la tincién con CTC (Figura 10) se
observé un claro efecto criocapacitante del proceso de refrigeracion, producido por el cold-
shock, tal y como se habia observado previamente (65,17). En concreto, se vio una disminucion
(p<0,001) en el porcentaje de espermatozoides no capacitados en todos los genotipos, pero
sobre todo en el genotipo C/C, lo que sugeriria que los espermatozoides de machos portadores
de este genotipo podrian tener mas sensibilidad a los procesos de criopreservacién. Sin
embargo, la adicién de melatonina no evitd el proceso de criocapacitacion en ninguno de los
genotipos, y Unicamente se observd una disminucién del porcentaje de espermatozoides
reaccionados con la concentracion 1 mM en espermatozoides C/C.
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Figura 10. Porcentaje de espermatozoides no capacitados, capacitados y reaccionados en muestras sin refrigerar
(fresco) y refrigeradas sin (control) o con diferentes dosis de melatonina (1 mM 6 1 uM) obtenidas de machos
portadores de los genotipos C/C, C/T y T/T para el receptor de melatonina MT1 (MTRAL). Los resultados se muestran
como media + SEM, n=6. *** P<0,001, **P<0,01 y *P<0,05 comparando con la muestra inicial, ## P<0,01 comparando
con la muestra control.

Trabajos previos habian demostrado el efecto modulador de la melatonina sobre la capacitacion
espermatica (33), si bien esos estudios se habian realizado en condiciones capacitantes (39 °C,
5% CO, y 100% humedad) y no en condiciones de refrigeracion. Por otro lado, en un trabajo
realizado con una refrigeracion brusca de las muestras a 5 °C en bafo de hielo durante 10
minutos, si se observé que la adicién de melatonina parecia tener un efecto protector contra la
criocapacitacion (51), fendmeno que no se observa aqui tal vez porque las condiciones de
refrigeracion son distintas (rampa controlada de temperatura), por lo que seria necesario
realizar mas experimentos variando las condiciones de refrigeracién para poder evidenciar un
posible efecto del genotipo. Ademas, la falta de diferencias entre genotipos del receptor MT1 a
la respuesta a la melatonina también podria ser debida a que no es el receptor MT1, sino el MT2,
el que regula el proceso de capacitacidon espermatica ovina, como sugiere un trabajo anterior de
nuestro grupo (47).
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CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

La refrigeracion hasta los 5 °C causa menos dafio en los espermatozoides ovinos que los
tratamientos de congelacién con vapores de nitrégeno.

La presencia de melatonina durante la congelacidon parece ser mas perjudicial que
beneficiosa para los espermatozoides ovinos.

El polimorfismo Rsal del receptor de melatonina 1A no influye en la capacidad
crioprotectora de la melatonina al no observarse mejoras significativas en la motilidad,
viabilidad, los niveles de especies reactivas de oxigeno ni en la inversién de
fosfatidilserina en las muestras refrigeradas para ningun genotipo.

La presencia de melatonina en el medio de refrigeracion disminuyo la motilidad total y
progresiva, con una respuesta diferencial en funcién del polimorfismo Rsal , lo que
sugiere una distinta sensibilidad a esta hormona de los espermatozoides ovinos en
funcién del genotipo.

El genotipo C/C fue el mas sensible a la criocapacitacién, al mostrar un mayor descenso
del porcentaje de espermatozoides no capacitados tras la refrigeracion.

CONCLUSIONS

1)

2)

3)

4)

5)

Freezing to 5 °C causes less damage to ram sperm cells than cooling treatments with
nitrogen vapors.

The presence of melatonin during freezing appears to be more harmful than beneficial
to ram sperm.

The genotype for the Rsal polymorphism of the melatonin receptor 1A does not
influence the cryoprotective capacity of melatonin because no changes in viability,
levels of reactive oxygen species or phosphatidylserine inversion were observed in
refrigerated samples for any genotype.

A differential response to melatonin has been observed as a function of the Rsal
polymorphism of the melatonin receptor 1A in total and progressive motility, which
suggests a different sensitivity to this hormone from ram sperm depending on the
genotype.

With regard to cryopreservation, the C/C genotype was the most sensitive to this

process, showing a greater decrease in the percentage of capacitated sperm in the
refrigerated samples.
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