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1. RESUMEN

La especie ovina sigue un patrén de reproduccion estacional, con una estacion reproductiva en otofio e
invierno y una estacion no reproductiva en primavera y verano. Durante la época no reproductiva, la
mayoria de los estudios sefialan que la calidad seminal del morueco es peor que en la época reproductiva.
Sin embargo, no existen estudios sobre como afecta la estacionalidad a determinadas biotecnologias
reproductivas realizadas en espermatozoides de esta especie. Por ello, este trabajo se centré en analizar
el efecto de la estacionalidad sobre los resultados de los procesos de seleccion espermatica mediante el
método swim-up/dextrano, y tras la capacitacion espermatica in vitro de la especie ovina. Se evalu¢ la
motilidad, viabilidad, estado apoptético, dafio oxidativo y estado de capacitacion en muestras de semen
fresco, seleccionadas por swim-up y capacitadas in vitro en medio TALP y medio Cocktail, que dispara
eficientemente la capacitacion en los espermatozoides ovinos.

Los resultados obtenidos revelaron que la muestra espermatica seleccionada tras el proceso swim-
up/dextrano fue de mayor calidad en la época no reproductiva que en la época reproductiva, con una
mayor viabilidad y un menor porcentaje de espermatozoides capacitados. En cuanto a la capacitacion in
vitro, la estacionalidad reproductiva apenas afect6 a los resultados.

Ademas, durante la época no reproductiva se observo el fenomeno de aglutinacion espermatica, por lo
que también se estudi6 el efecto del compuesto anti-aglutinante D-Penicilamina durante la capacitacion
in vitro. Con el uso de este compuesto se observd una mejoria significativa en la viabilidad analizada de
las muestras capacitadas en ambos medios, sin llegar a afectar al estado de capacitacion.

En conclusion, los resultados de este trabajo indican la existencia de una distinta respuesta de los
espermatozoides obtenidos en distintas épocas del afio a los procesos de seleccion espermatica y, en
menor medida, a la capacitacion in vitro.

ABSTRACT

The ovine species follows a seasonal reproductive pattern, with a breeding season in autumn and winter
and a non-breeding season in spring and summer. During the non-breeding season, ram semen quality
is worse than during the breeding season. However, there are no studies on how seasonality affects
certain reproductive biotechnologies carried out on the spermatozoa of this species. Therefore, this work
focused on analysing the effect of seasonality on sperm quality afcter selection processes by the
dextran/swim-up method and after in vitro capacitation. Motility, viability, apoptotic status, oxidative
damage and capacitation status were evaluated in fresh, swim-up selected and in vitro capacitated semen
samples in TALP medium and Cocktail medium (which increase capacitation in ovine spermatozoa).

The results revealed that dextran/swim-up selected samples was of higher quality in the non-breeding
season than in the breeding season, with higher viability and a lower percentage of capacitated
spermatozoa. As for in vitro capacitation, reproductive seasonality had hardly effect on the results.

In addition, sperm agglutination was observed during the non-breeding season. Thus, the effect of the
anti-agglutinating compound D-Penicillamine was also studied during in vitro capacitation. With this
compound, a significant improvement was observed in the viability of the samples capacitated in both
media, without affecting their capacitation state.

In conclusion, the results of this work indicate the existence of a seasonal effect on the spermatozoa
obtained at different times of the year to the sperm selection processes and, to a lesser extent, to in vitro
capacitation.



2. INTRODUCCION

2.1 TRANSITO DEL ESPERMATOZOIDE POR EL TRACTO REPRODUCTOR FEMENINO

Tras el apareamiento entre la hembra y el macho, tan so6lo una pequefia proporcién de los
espermatozoides llega al oviducto, concretamente a la ampolla, que es el sitio de fecundacion del
espermatozoide con el ovocito. Esto se debe a una serie de procesos que favorecen la seleccion in vivo
de los espermatozoides de mayor calidad, la cual se lleva a cabo gracias a las contracciones uterinas (1)
que consiguen la eliminacion de espermatozoides muertos o anormales (2), a una respuesta inmune que
produce la infiltracion de neutrofilos al interior del tracto reproductor femenino (3) y al transporte
retrogrado hacia la vagina de aquellos espermatozoides que no posean un movimiento vigoroso (4).

Ademas, los espermatozoides de la especie ovina, al igual que los del resto de los mamiferos, no tienen
capacidad de fecundar al ovocito de la hembra tras la eyaculacion, sino que deben experimentar una
serie de cambios fisioldgicos y bioquimicos durante su transito a través del tracto reproductor femenino,
conocidos como capacitacion espermatica, consiguiendo asi su capacidad fecundante (5).

2.2.1 Capacitacion in vivo

Durante el avance del espermatozoide por el tracto reproductor femenino se producen modificaciones
intracelulares de los niveles de calcio y otros iones, fosforilacion de proteinas y remodelacion de
fosfolipidos de la membrana plasmatica del espermatozoide (6).

En cuanto a la concentracion de calcio intracelular, esta se ve aumentada durante la capacitacion en gran
cantidad de especies, incluida la ovina. Los niveles de este ion estan controlados por la bomba de
extrusion Ca?"-ATPasa y los sistemas de entrada Ca?"/H" y Na*/Ca*" que se encuentran en la membrana
plasmatica, permitiendo la introduccion de iones calcio desde el espacio extracelular, y posiblemente
también la liberacion desde los almacenes de calcio intracelular. Asi, durante el transito por el tracto
reproductor femenino, los cambios conformacionales que sufre el espermatozoide estimulan la
introduccioén de calcio desde el exterior y la salida de sodio (6).

La distribucién y composicion de lipidos y fosfolipidos de la membrana plasmatica también varia
durante la capacitacion, haciendo que la fluidez de la membrana aumente debido a la translocacion de
fosfolipidos como la fosfatidilserina y la fosfatidiletanolamina (7). Asi, se produce una disminucion de
la relacion colesterol:fosfolipidos al eliminarse el colesterol de la membrana, de lo cual son responsables
la albumina sérica bovina (BSA) y las lipoproteinas HDL (6,8).

Del mismo modo, debido a la actividad de proteinas quinasas, gran cantidad de proteinas se fosforilan
en residuos de tirosina durante la capacitacion. Entre ellas, algunas proteinas fosforiladas de alto peso
molecular se han relacionado en ciertas especies con eventos especificos de la capacitacion, como las
de 52y 75 kDa, y con procesos fundamentales para la posterior fecundacion, como la de 95 kDa, que es
responsable de la interaccion con proteinas de la zona pelucida del ovocito (9,10). Esta fosforilacion de
proteinas es dependiente de la generacion de adenosin monofosfato ciclico (CAMP), que activa la
proteina quinasa dependiente de cAMP (PKA) y esta, a su vez, da lugar a la fosforilacion y activacion
de muchas protein tirosin quinasas (PTK). El ion calcio y bicarbonato también estan implicados en el
aumento de los niveles de cAMP gracias a la activacion de la adenilato ciclasa soluble (sAC) (9).
Ademas, la fosforilacion en tirosinas de las proteinas espermaticas depende de los niveles de especies
reactivas de oxigeno (ROS), que aumentan también durante la capacitacion (6) (figura 1).
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Una de las consecuencias funcionales de la capacitacion es la modificacion del patron de motilidad
espermatica hacia un tipo de movimiento denominado hiperactivacion, que esta caracterizado por un
movimiento flagelar pronunciado, variacion del angulo de la cabeza del espermatozoide y una
trayectoria no lineal. Esto hace que el espermatozoide maximice las probabilidades de encontrar el
ovocito y atravesar las capas que lo rodean (12).

2.2.2 Reaccion acrosomica

El acrosoma es una vesicula derivada del aparato de Golgi, generada durante el proceso de maduracion
del espermatozoide en el epididimo, que contiene gran cantidad de enzimas hidroliticas. La union del
espermatozoide capacitado a la zona pelucida es lo que desencadena la reaccion acrosdmica, que
consiste en la fusion entre la membrana plasmatica del espermatozoide y la membrana acrosomal externa
hasta el segmento ecuatorial, lo que conduce a la liberacion del contenido enzimatico del acrosoma
(6,13). Todo este proceso es llevado a cabo por una compleja sefializacion celular en la que se activan,
al igual que durante la capacitacion, proteinas quinasas que fosforilaran proteinas y activaran canales
i6nicos (13).

Del mismo modo que en la capacitacion, el ion calcio es fundamental, tanto para la secrecion del
contenido vesicular como para la activacion de enzimas implicadas en la fusion de membranas. Este
calcio no solo proviene de la entrada desde el medio extracelular, sino también se ha visto que hay una
liberacion del calcio almacenado en el acrosoma durante la reaccion acrosomica (13).

2.2 TECNICAS DE BIOTECNOLOGIA REPRODUCTIVA EN EL ESPERMATOZOIDE

2.2.1 Proceso de seleccion espermatica: swim-up

La separacion de los espermatozoides del plasma seminal que ademas implique una seleccidon
espermatica es un procedimiento fundamental para técnicas de reproduccion asistida, como la
fecundacion in vitro (FIV), ya que aumenta la probabilidad de éxito de fecundacion del ovocito (14).
Para ello existen gran cantidad de técnicas como el Simple Wash (técnica obsoleta para procedimientos
de inseminacion artificial (15)), el gradiente de Percoll continuo o discontinuo (16) y el gradiente de
Ficoll (17), ambos con un paso de centrifugacion, o metodologias sin centrifugacion como es la técnica
swim-up/dextrano (18). En todos los casos se consigue un aumento de la motilidad y viabilidad de la
muestra espermatica.

Sin embargo, los procesos que incluyen un paso de centrifugacion a veces no son los mas indicados,
especialmente en casos en los que los espermatozoides son particularmente sensibles, como es el caso
de los ovinos o humanos, ya que se producen dafios en su membrana plasmatica. Por ello, el
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procedimiento swim-up/dextrano es el de eleccion en estas circunstancias. Esta técnica fue descrita por
Alvarez y col. en 1993 para la selecciéon de espermatozoides humanos, siendo en 1995 adaptada por
Garcia-Lopez y col. (19) para su utilizacion en la especie ovina.

Esta técnica implica la generacion de dos capas discretas, una de dextrano y otra de albumina sérica
bovina, sin necesidad del paso de centrifugacion. Se basa en la habilidad natatoria del espermatozoide
y la utilizacion de un medio viscoso que impide el ascenso al medio de recogida de aquellos que posean
dafios en la membrana plasmatica o problemas en su capacidad de movimiento (19). Mediante esta
técnica se consigue, por un lado, la eliminacion posibles restos celulares y del plasma seminal de la
muestra fresca, que quedan en el fondo del tubo. Esto es importante ya que el contacto prolongado con
el plasma seminal puede tener efectos perjudiciales sobre los espermatozoides y, ademas, contiene
factores descapacitantes que van a impedir una adecuada capacitacion in vitro de dichos
espermatozoides. Por otro lado, esta técnica permite obtener una muestra enriquecida en
espermatozoides motiles y viables, de mayor calidad (20).

2.2.2 Capacitacion in vitro

El proceso de capacitacion espermatica puede llevarse a cabo in vitro, simulando las condiciones del
tracto reproductor femenino. Para ello, debe utilizarse un diluyente que contenga electrolitos, una fuente
de energia para los espermatozoides, como el piruvato, lactato o glucosa, y tres ingredientes clave:
bicarbonato (15-25 mM)), calcio (1-3 mM) y alblimina sérica (1-10 mg/mL) (11,21). El bicarbonato esta
implicado en la activacion de la adenilato ciclasa soluble (SAC) que, en tltima instancia, activa la PKA.
El aumento de este ion también sustentaria el aumento de la fluidez de la membrana plasmatica debido
a una redistribucion de los lipidos de membrana. Durante la capacitacion también se produce una
reorganizacion de esteroles como el colesterol en la zona mas apical del espermatozoide, donde
aceptores de colesterol lo retiran, por lo que, para realizar esta eliminacion del colesterol in vitro, se
afnade albumina al diluyente de capacitacion (7). El ion calcio activa, al igual que el bicarbonato, la sAC
para iniciar la cascada de sefalizacion del cAMP, por lo que es imprescindible la adicion de ambos al
diluyente de capacitacion para que esta se produzca adecuadamente.

Sin embargo, la capacitacidén espermatica in vitro en el espermatozoide ovino resulta mucho mas dificil
que en otras especies y requiere, ademas, suplementar el medio con dibutiril-cAMP (db-cAMP), que es
un andlogo del cAMP, capaz de activar la PKA; inhibidores de fosfodiesterasas como la cafeina y
teofilina; metil-B-ciclodextrina (MBCD) como potente aceptor de colesterol junto con la BSA (22) y
acido okadaico (OA) como inhibidor de las fosfatasas. Para reproducir las condiciones a las que se ve
sometido el espermatozoide durante el transito por el tracto reproductor femenino, estos tienen que
incubarse en una estufa a 39 °C con un 5% de CO, y un 100% de humedad (22). El tiempo de incubacién
varia entre especies desde 3 a 6 horas, siendo habitual en ovino incubar durante de 3 h (23).

2.2.3 Aglutinacion espermatica

Un fendémeno observado frecuentemente durante el proceso de capacitacion in vitro de espermatozoides
ovinos, sobre todo en estacion no reproductiva, es la aglutinacion cabeza con cabeza de los
espermatozoides (21). Se ha visto que muchos de los componentes necesarios para que se pueda realizar
correctamente la capacitacion en esta especie causan esta aglutinacion, como por ejemplo la BSA, que,
aunque en condiciones normales evita que los espermatozoides se peguen entre si o al tubo, en
condiciones capacitantes podria favorecer su aglutinacion, por lo que en ocasiones se sustituye por
alcohol polivinilico (PVA (24)). Esta aglutinacion parece estar fomentada también por el db-cAMP o
por inhibidores selectivos de fosfodiesterasas especificas de cAMP, lo que indicaria que en este
fenémeno interviene la cascada de sefalizacion del cAMP (21,22).



El andlisis de muestras espermaticas aglutinadas presenta una serie de problemas al utilizar tecnologias
de analisis de células individuales como es la citometria de flujo o el analisis computarizado de
motilidad. Se han estudiado agentes anti-aglutinantes para solucionarlo, entre los que destaca la D-
Penicilamina (DEP). La D-Penicilamina es un tiol nucleofilico capaz de reducir muy eficazmente la
aglutinacion espermatica. Se trata de un compuesto que puede actuar como quelante de metales pesados
y antioxidante con poder reductor. De estas caracteristicas, su capacidad reductora y quelante de cobre
parecen ser las responsables de evitar la aglutinacion de los espermatozoides debido a su capacidad de
reducir los enlaces disulfuro de una proteina espermatica de membrana y evitar su union al ion cobre,
ya que esta proteina estd implicada precisamente en la aglutinacion espermatica (21,25).

2.3 ESTACIONALIDAD REPRODUCTIVA DE LA ESPECIE OVINA

La especie ovina se considera una especie estacional de dias cortos. En general, su estacion reproductiva
tiene lugar en otofio e invierno, cuando las horas de luz disminuyen y la duracion del dia se acorta (26),
mientras que la época no reproductiva tiene lugar en primavera y verano. Dado que la gestacion de esta
especie dura 5 meses, se trataria de una estrategia evolutiva para que las crias nazcan cuando se dan
unas buenas condiciones climaticas y nutricionales, con una mayor posibilidad de supervivencia (27).

A pesar de que se han identificado factores ambientales, como la temperatura y precipitaciones, el estado
nutricional o las interacciones sociales que regularian la estacionalidad reproductiva, el principal
modulador de este proceso es el fotoperiodo, es decir, la cantidad de horas de luz del dia, las cuales
varian notablemente entre una estacion y otra del afio (26).

El fotoperiodo regula la secrecion de melatonina por la glandula pineal, ya que cuando las sefales
luminosas activan los fotorreceptores de la retina, se suprime su liberacion. Por ello, la melatonina sélo
se secreta en horas de oscuridad, es decir, durante la noche. A lo largo del afio, la duracion de las noches
varia, siendo mas largas durante el otofio e invierno, y, por tanto, el periodo de secrecion de melatonina
sera mayor. Esta hormona, en el caso de la especie ovina, tiene un efecto estimulador de la reproduccion
ya que fomenta la liberacion de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) en el hipotalamo, la
cual a su vez regula la liberacion de la hormona luteinizante (LH) por la hipofisis, que acta sobre las
gbénadas femenina y masculina, controlando la actividad ovarica y la produccion de espermatozoides,
respectivamente (28,29).

La calidad seminal de la especie ovina esta influida por esta estacionalidad reproductiva, aunque existen
diferencias entre razas y latitud, lo que hace necesario la evaluacion de la calidad seminal del semen del
morueco individualmente antes de su uso en reproduccion para una seleccion de los mejores machos
(30,31). En el caso de las regiones templadas, como es Espafia, la calidad seminal y su capacidad
fecundante son mayores en época reproductiva (32).

De forma general, los estudios que han evaluado variaciones en la calidad seminal segun la
estacionalidad se han centrado en pardmetros como la motilidad y viabilidad, observandose valores de
estos parametros mayores en la época reproductiva (30), y dentro de esta una mejor calidad espermatica
en otoflo (principios de la época reproductiva) que en invierno (33).

Por otro lado, en otros estudios en los que se evaliian parametros no convencionales, tales como el estado
de capacitacion, presencia de especies reactivas de oxigeno o marcadores apoptdticos como la
translocacion de fosfatidilserina, indican una mayor calidad seminal en la época reproductiva (34),
aunque también se han publicado otros estudios con un pequefio aumento no significativo en €poca no
reproductiva (35).



3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

A pesar de que la especie ovina es estacional (31), el morueco es capaz de producir espermatozoides
durante todo el afio, aunque, segin la mayoria de los estudios, en la época no reproductiva presenta una
peor calidad espermatica (32).

Pese a que el efecto de la estacionalidad sobre la calidad seminal del morueco ha sido ampliamente
estudiado (30,33,36), no existen trabajos publicados en los que se indique como afecta este fenomeno a
las técnicas de biotecnologia reproductiva, como pueden ser la seleccion espermatica por swim-up y la
capacitacion in vitro de la especie ovina.

Por ello, el objetivo principal de este Trabajo de Fin de Grado fue analizar el efecto de la estacionalidad
sobre los resultados de los procesos de seleccidon espermatica mediante swim-up, y de la capacitacion in
vitro en la especie ovina.

Para llevar a cabo el objetivo principal, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Analizar los cambios en la calidad espermatica entre muestras de semen fresco y muestras
obtenidas tras el proceso de seleccion espermatica mediante swim-up en funcion de la época del
afio (reproductiva vs. no reproductiva).

2. Evaluar el efecto de la estacionalidad sobre la capacitacion in vitro de espermatozoides ovinos
utilizando dos medios diferentes: TALP y TALP suplementado con un cocktail de sustancias
capacitantes.

3. Estudiar el efecto del compuesto D-Penicilamina durante la capacitacion in vitro en muestras de
espermatozoides ovinos durante la época no reproductiva.



4. MATERIALES Y METODOS

Todos los compuestos utilizados provienen de la empresa Sigma-Aldrich (San Luis, Misuri, Estados
Unidos), a no ser que se mencione lo contrario.

4.1 PROCESADO DE LA MUESTRA ESPERMATICA

4.1.1 Obtencion de las muestras seminales

En los experimentos se utilizé semen obtenido de nueve moruecos adultos de la raza Rasa Aragonesa,
extraido mediante vagina artificial por personal competente del Servicio de Apoyo a la Experimentacion
(SAE) de la Universidad de Zaragoza. Se colectaron dos eyaculados por morueco tras un periodo de
abstinencia de 48 horas, realizando los experimentos Uinicamente con el segundo eyaculado debido a
que este presenta una mayor viabilidad y motilidad (37). Ademas, se trabajé con una mezcla de los
segundos eyaculados de todos los moruecos para evitar diferencias que puedan presentarse entre los
individuos. Las muestras recogidas se mantuvieron a 37 °C durante su transporte al laboratorio y hasta
su posterior manipulacion.

4.1.2 Método swim-up/dextrano

La técnica swim-up/dextrano utilizada para la elaboracidon de este trabajo se basa en modificaciones
introducidas por Garcia-Lopez y cols. (1996) con respecto al método descrito por Alvarez y cols. (1993),
tanto en algunos pasos del proceso como en la composicion del medio para poder aplicarla a los
espermatozoides ovinos. El medio utilizado fue el medio mHTF (del inglés, modified Human Tubular
Fluid Medium) compuesto por NaCl 50 mM, KCI 10 mM, MgSO, anhidro 0,4 mM, KoHPO4 0,36 mM,
HEPES 21 mM, glucosa 2,8 mM, piruvato 0,33 mM, lactato 18,6 mM, sacarosa 200 mM, pH 6,5, pero
sin CaCl, y NaHCO:s para evitar que se produzca la capacitacion espermatica prematura (38).

El mismo dia del experimento se reconstituyd el medio mHTF, a partir del cual se preparé6 mHTF-DX
(30 mg de dextrano/mL de medio mHTF), y mHTF-A (5 mg de albumina sérica bovina (BSA)/mL de
medio mHTF).

Para la realizacion del swim-up, nada mas llegar la muestra al laboratorio, se depositaron 500 uL de
semen en el fondo de un tubo redondeado, sobre el cual se afiadié cuidadosamente la misma cantidad
de mHTF-DX. Esta capa de dextrano impide que los espermatozoides con baja motilidad y con alguna
alteracion en la membrana lo atraviesen y lleguen a la capa superior. Esta capa superior esta formada
por 1,5 mL de mHTF-A, que se afadieron muy lentamente por las paredes del tubo, quedando sobre la
capa de dextrano. La BSA de esta tltima capa evita la aglutinacion y la adhesion a las paredes del tubo
de los espermatozoides que han ascendido. Asi, las fases quedaron como se muestra en la figura 2.

—— —

mHTF-A > —_—
T=37°C

mHTF-DX

Semen fresco
Figura 2. Esquema del proceso de seleccion espermatica con el método swim-up/dextrano.

El tubo con la muestra y los medios se dejo incubar a 37 °C en vertical durante 15 minutos, y una vez
transcurrido el tiempo se retiraron 750 pL de la capa superior. Esta primera fraccion fue desechada, ya
que contiene restos del plasma seminal y espermatozoides de baja calidad, y se afiadieron de nuevo 750
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uL de mHTF-A. Se dejaron transcurrir otros 15 minutos y se repitio este proceso, recogiendo el
sobrenadante en un tubo limpio. Tras afiadir otros 750 uL de mHTF-A, se realizd nuevamente este
proceso dos veces mas, obteniéndose finalmente tres fracciones del sobrenadante recogidas de forma
conjunta.

4.1.3 Evaluacion de la concentracion de espermatozoides

La concentracion de la muestra espermatica seleccionada por swim-up se evalué mediante la camara de
Neubauer, previa dilucién 1:100 de los espermatozoides en agua miliQ para inducir la rotura de la
membrana plasmatica y detener el movimiento espermatico.

4.1.4 Capacitacion in vitro

Los espermatozoides obtenidos por swim-up fueron capacitados in vitro en dos medios distintos: medio
TALP (Tyrode s albumin lactate pyruvate), que se utiliza para inducir la capacitacion in vitro en muchas
especies (39), y medio TALP suplementado con compuestos (que denominamos cocktail) que inducen
la capacitacion espermadtica en la especie ovina, dificil de capacitar in vitro (22). En ambos casos se
utilizé una concentracion de 1,6-10% espermatozoides/mL. La composicion del medio TALP fue NaCl
100 mM, KCI 3,1 mM, NaH,PO4-2H,0 0,3 mM, lactato sédico 21,6 mM, MgCl,-6H,O 0,4 mM, HEPES
10 mM, piruvato sdédico 0,4 mM, CaCl, 4 mM, NaHCO; 25 mM y BSA 5 mg/mL (p/v), pH 7,3.

A su vez, el “medio Cocktail” estaba formado por medio TALP al que se le afiadié teofilina 1 mM,
cafeina 1 mM, MBCD 2,4 mM, db-cAMP 1 mM vy acido okadaico 0,2 pM.

Debido a que en algunos experimentos realizados en la época no reproductiva se produjo una
aglutinacion de los espermatozoides durante la incubacion en condiciones capacitantes, se realizaron
otra serie de experimentos en medio TALP y Cocktail, suplementados con 5 ul. de D-Penicilamina
(DEP) 100 mM (concentracion final 1 mM), un compuesto que evita la aglutinacion espermatica al
afiadirlo en medio capacitante (21).

En todos los casos las muestras, se incubaron en una estufa a 39 °C, en 100% de humedad y con un 5%
de CO: durante 3 h, volteandolas suavemente cada hora para evitar la sedimentacion de los
espermatozoides en el fondo del tubo.

4.2 EVALUACION DE LAS MUESTRAS ESPERMATICAS

Se evalud la calidad espermatica de los siguientes grupos experimentales:

» Fresco: muestra de semen eyaculada, sin tratar, que consta del plasma seminal y los
espermatozoides.

= Swim-up: espermatozoides libres de plasma seminal sin incubar en condiciones capacitantes.

= TALP: espermatozoides seleccionados por swim-up incubados en medio TALP en condiciones
capacitantes. Sirve como control de la capacitacion.

»  Cocktail: espermatozoides seleccionados por swim-up incubados en medio Cocktail en
condiciones capacitantes

= TALP-DEP: espermatozoides seleccionados por swim-up incubados en medio TALP
suplementado con D-Penicilamina en condiciones capacitantes

»  Cocktail-DEP: espermatozoides seleccionados por swim-up incubados en medio Cocktail
suplementado con D-Penicilamina en condiciones capacitantes

Los parametros espermaticos analizados fueron la motilidad espermatica, la viabilidad o integridad de
la membrana plasmatica, el estado apoptotico, el estrés oxidativo y el estado de capacitacion.



4.2.1 Analisis de la motilidad espermatica

Para este analisis se utilizé un sistema automatizado de analisis espermatico asistido por ordenador o
sistemas CASA (del inglés Computer Assisted Sperm Analysis), concretamente el programa ISAS 1.0.4
(Integrated Semen Analysis System, Proiser SL, Valencia, Espafia), que permite calcular el porcentaje de
espermatozoides que se mueven, asi como el tipo de movimiento y su velocidad.

Para ello se realizo una dilucion 1:100 en el caso del semen fresco, 2:25 para la muestra Swim-up y 1:5
para las muestras obtenidas tras la capacitacion (TALP, Cocktail, TALP-DEPy Cocktail-DEP), en medio
bifase (sacarosa 250 mM, HEPES 100 mM, EGTA 100 mM, TPNa 500 mM). De esta dilucion se
deposito una gota de 8 uL. en un portaobjetos y un cubreobjetos, ambos atemperados a 37 °C. Para la
evaluacion se colocd la muestra sobre la platina térmica de un microscopio de contraste de fases (Nikon
eclipse 50i), equipado con una camara de video acoplada (Proiser SL) y utilizando el objetivo de 10x.
De este modo se grabaron imagenes seriadas durante 1 segundo a 25 fotogramas por segundo en el
ordenador al que esta conectado y se analizo la trayectoria que siguen los espermatozoides mediante el
programa ISAS 1.0.4.

En todas las muestras se grabaron cinco campos por gota y se recogieron los valores de motilidad total
(MT, porcentaje de espermatozoides que se mueven), de motilidad progresiva (MP, porcentaje de
espermatozoides que siguen una trayectoria rectilinea) y de rapidos (R, espermatozoides con una
velocidad de desplazamiento curvilinea (VCL) > 75 pm/s).

4.2.2 Estudio de la viabilidad celular

La viabilidad o integridad de la membrana espermadtica se evalud utilizando dos fluorocromos
combinados: ioduro de propidio (IP) y diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) (40).

El CFDA es un compuesto no fluorescente permeable a través de la membrana plasmatica del
espermatozoide, el cual es convertido por las esterasas citoplasmaticas en carboxifluoresceina, un
fluoréforo verde incapaz de atravesar la membrana intacta debido a su carga, de modo que queda
atrapado en el interior de las células viables. Por otro lado, los espermatozoides no viables quedan
tefiidos por IP, ya que este compuesto es capaz de penetrar s6lo en el interior de las células cuya
membrana plasmatica esta dafiada, uniéndose al ADN y emitiendo fluorescencia roja. Por ultimo, se
adiciona formaldehido, para fijar las células para su evaluacion.

Para esta tincion, las muestras se diluyeron en medio bifase a una dilucion 1:500 el semen fresco, 1:60
la muestra de swim-up y 1:6 las de TALP, Cocktail, TALP-DEP y Cocktail-DEP. A estas diluciones se
les afnadieron 3 uL de CFDA (10 uM en DMSO), 3 pL de IP (7,3 uM en agua destilada) y 3 pL de
formaldehido al 0,5% (v/v). Tras una incubacién de 15 minutos, se evaluaron mediante el citometro de
flujo FC 500 (Beckman Coulter, Brea, California, Estados Unidos) con un laser de argon a 488 nm. Se
utilizan los filtros FL1-525 £+ 5 nm (para CFDA) y FL4-675 + 5 nm (para IP), analizando 20.000 eventos
por muestra.

Se obtuvieron cuatro subpoblaciones de espermatozoides en funcidén de la tincion, considerando el
cuadrante [P-/CFDA+ como células viables.

4.2.3 Analisis del estrés oxidativo (niveles de ROS)

El estrés oxidativo viene determinado por un desequilibrio entre la generacidon de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y su eliminaciéon por antioxidantes. Su andlisis se realizd por citometria de flujo,
utilizando H,DCFDA (diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina) y ioduro de propidio (IP).



El H:DCFDA es una molécula no fluorescente que, al igual que el CFDA, atraviesa la membrana
plasmatica y por accion de las esterasas intracelulares, que disocian grupos de acetato, e interaccion con
ROS como H,O, se transforma en 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF), un fluorocromo verde, que es
incapaz de atravesar la membrana plasmatica, y por tanto queda retenido en el interior celular.

Para la deteccion de ROS, las distintas muestras se diluyeron en medio bifase (Fresco 1:500, Swim-up
1:60, y TALP, Cocktail, TALP-DEP y Cocktail-DEP 1:6), y se afiadieron 5 pL de H,DCFDA (1 mM) a
las muestras Fresco y Swim-up o 3 uL de H.DCFDA de las muestras de capacitacion, 2 puL de IP (7,3
uM) y 3 pL de formaldehido al 0.5% (v/v) para fijar las células.

Tras una incubacién de 15 minutos, se analizaron por citometria de flujo, obteniendo cuatro
subpoblaciones de espermatozoides en base a la tincion, considerando los eventos del cuadrante IP-
/H,DCFDA- como espermatozoides con baja concentracion de ROS, que son los que se incluyeron en
los resultados de este trabajo.

4.2.4 Evaluacion del estado apoptotico

Entre los eventos relacionados con la apoptosis en los espermatozoides destaca la translocacion de la
fosfatidilserina, un fosfolipido que, en condiciones normales, se encuentra en la cara interna de la
membrana plasmatica y, sin embargo, en células apoptoticas se presenta en la cara externa. Para evaluar
esta translocacion se realiza un marcaje mediante anexina, una proteina que presenta gran afinidad por
la fosfatidilserina.

La anexina utilizada en estos experimentos es Anexina-V acoplada a un fluorocromo verde (FITC-
Anexina, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos), de forma que se marcan
con este fluorocromo aquellos espermatozoides apoptdticos con translocacion de la fosfatidilserina. Este
compuesto se combind con ioduro de propidio (IP), que identifica las células con la membrana dafiada.

Para su evaluacion, se realizaron las diluciones de las muestras con tampon de anexinas 1X (10X
Binding Buffer Apoptosis Detection Kit, diluido 1:10 en agua miliQ). En el caso de la muestra fresca se
realizo una dilucion 1:600, 1:30 del Swim-up y 1:6 de TALP, Cocktail, TALP-DEP y Cocktail-DEP. A
cada una de estas diluciones se les afiadieron 2 pL. de FITC-Anexina, 3 pL de IP (7,3 uM) y 5 uL de
formaldehido al 0.5% (v/v). Las muestras se incubaron durante 10 minutos a 37 °C y en oscuridad, y
posteriormente se analizaron mediante citometria de flujo.

Tras el analisis por citometria se obtienen cuatro subpoblaciones celulares, teniendo en cuenta para este
trabajo la poblacion IP-/Anexina-, que son los espermatozoides viables sin inversion de fosfatidilserina.

4.2.5 Evaluacion del estado de capacitacion

El estado de capacitacion de la muestra se evalud por microscopia y Western blot.

4.2.5.1 Estudio de los niveles intracelulares del calcio mediante tincion con clorotetraciclina (CTC)

La evaluacion del estado de capacitacion por tincion con clorotetraciclina (CTC) (41) se basa en que
este antibidtico es capaz de penetrar en el espermatozoide y unirse al calcio libre, generando unos
patrones de fluorescencia caracteristicos en base a la distribucion intracelular de este cation. Esto
permite diferenciar entre los distintos estados fisiologicos del espermatozoide: no capacitado, capacitado
y aquellos en los que se ha producido la reaccion acrosémica (42). En este trabajo se utiliz6 una version
modificada del ensayo descrito por Ward y Storey, validada para semen ovino (43).

Para ello, el dia del experimento se prepar? la solucion de trabajo de CTC: 750 uM de CTC en un tampoén
compuesto por NaCl 130 mM, Tris 20 mM y L-Cisteina 5 uM, pH 7,8 y esterilizado por filtracion
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mediante un filtro de 0,22 pm (Milipore Ibérica). Se tomaron 20 uL de cada una de las muestras, a las
que se afnadi6 20 pL de la solucion de trabajo y 4 pul de paraformaldehido al 1,25% (p/v) para fijar las
células. Las preparaciones se incubaron 30 minutos a 4 °C en oscuridad, tras lo cual se depositd una gota
de 10 pL de cada una de ellas en un portaobjetos junto con una gota de trietilendiamina (DABCO 0,22
M en solucion Glicerol:PBS (9:1, v/v)), que permite conservar la fluorescencia. Finalmente, se coloco
un cubreobjetos y utilizando esmalte transparente se sell6 la preparacion. Este procedimiento se realizd
en semioscuridad.

Las muestras se congelaron al menos durante 24 horas para aumentar su fluorescencia, y posteriormente
se evaluaron utilizando un microscopio de fluorescencia (Nikon eclipse E400) equipado con un filtro V-
2A (420-490 nm de excitacion y 510 nm de emision) y objetivo de inmersion 100x. Para ello, se
analizaron 200 espermatozoides por muestra, clasificandolos en tres estados de capacitacion en funcion
de su patron de fluorescencia (Figura 3): no capacitados (NC), con distribucion de tincion uniforme en
toda la cabeza; capacitados (C), tefiidos solamente en el acrosoma; y espermatozoides reaccionados (R)
que carecen de fluorescencia en la cabeza o poseen unicamente en la zona ecuatorial una banda de
fluorescencia.

Figura 3. Representacion de espermatozoides ovinos tefiidos con clorotetraciclina (CTC) y evaluados mediante un microscopio
de fluorescencia con filtro V-2A y 1000x aumentos. Se pueden distinguir los espermatozoides capacitados (C), no capacitados
(NC) y reaccionados (R).

4.2.5.1 Analisis de fosfotirosinas mediante la técnica Western blot

Para la extraccion de las proteinas espermaticas se llevo a cabo la metodologia descrita por Colés y col.
(2008). Se tomaron 200 pL de cada muestra: Fresco 1:40 en PBS (NaCl 3,13 g/1, KCI 0,2 g/l, Na,HPO4
1,44 g/1, KH,PO4 0,24 g/1, pH 7,4), Swim-up 1:3 en PBS y las muestras de capacitacion sin diluir, todas
ellas a una concentracion final de 1-10® espermatozoides/mL, y se mezclaron con 100 pL de medio de
extraccion de proteinas (ESB, Extraction Sample Buffer), compuesto por SDS al 2% (p/v), Tris-HCl
0,0626 mM a pH 6,8 e inhibidores de proteasas y fosfatasas a una concentracion final de 1% (v/v). Esta
mezcla se incubd a 100 °C durante 5 minutos en un bafio de arena. Tras ello se centrifugo a 15.000 g
durante 5 minutos, se recogio el sobrenadante y se congeld a -20 °C hasta su posterior analisis.

Para la separacion de las proteinas, se mezclaron 10 pl. de tampoén de carga (p-mercaptoetanol a
concentracion final del 5% (v/v), glicerol a concentracion final del 1% (v/v) y azul de bromofenol a
concentracion final de 0,002% (p/v)), junto con 10 puL de muestra de proteinas extraidas. La separacion
de proteinas se llevo a cabo mediante electroforesis en una dimension utilizando geles de poliacrilamida
al 4-15% y 1 mm de espesor (Mini-PROTEAN® TGXTM Precast Protein Gels, Bio-Rad, Hércules,
California, Estados Unidos). Se cargaron 5 pL de marcador de pesos moleculares de 10 a 250 kDa (Bio-
Rad) en el primer pocillo de cada gel, y 10 uL. de cada muestra en los pocillos restantes. Las condiciones
de electroforesis fueron 110 V durante 120 minutos a 4 °C. Tras la separacion de las proteinas, se realizo
una transferencia semiseca de las mismas a una membrana de PVDEF, mediante el sistema Trans-Blot®
Turbo™ Transfer System (Bio-Rad), utilizando el modo de transferencia adecuado para proteinas de
alto peso molecular, que son las de interés en este trabajo.
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A continuacion, se bloquearon los sitios de unioén no especificos de la membrana incubandola en PBS
con 5% de BSA (p/v) durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion.

Posteriormente se incubd la membrana con el anticuerpo primario anti-fosfotirosina (Clone 4G10®)
generado en raton y diluido 1:1000 en PBS-Tween 1% BSA (0,1% Tween-20 (p/v) en PBS con 1% (p/v)
de BSA) y el anticuerpo control de carga anti-actina de conejo diluido 1:500 también en PBS-Tween
1% BSA. Las membranas se incubaron toda la noche con ambos anticuerpos a 4 °C.

Tras tres lavados de 15 minutos con PBS-Tween en agitacion, las membranas se incubaron con los
anticuerpos secundarios (IRDye® 800CW Donkey anti-Mouse e IRDye® 680RD Donket anti-Rabbit),
diluidos 1:15.000 en PBS-Tween 1% BSA, durante 1 hora y 15 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad.

Para finalizar, las membranas se revelaron utilizando el sistema Odyssey Clx Infrared Imaging System
(LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska, Estados Unidos), obteniendo imagenes de Western blot en
base a la fluorescencia emitida por los anticuerpos secundarios. La sefial detectada a partir de todas las
proteinas de alto peso molecular se cuantificd para determinar el grado de fosforilacion en residuos de
tirosina de las proteinas. Para verificar que la transferencia se habia producido adecuadamente, se tifieron
las membranas con azul de Coomasie durante 10 minutos en agitacion y se destifieron con tampon
decolorante (metanol al 30% y acido acético glaciar al 10%) durante 1 hora.

4.3 ANALISIS ESTADISTICO

Los experimentos se realizaron en determinados meses dentro de la época reproductiva (de octubre a
diciembre) y no reproductiva (de marzo a abril). Los resultados se muestran como media + SEM del
namero de experimentos (n=6) realizados en cada época. El analisis estadistico de los datos se llevo a
cabo con el software GraphPad Prism 8.0.1 (Boston, Massachusetts, Estados Unidos), utilizando el
analisis de varianza (ANOVA) de dos vias para determinar la existencia de diferencias significativas
entre épocas y grupos experimentales.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 EFECTO DE LA ESTACIONALIDAD REPRODUCTIVA SOBRE LA SELECCION
ESPERMATICA

Para evaluar el efecto de la estacionalidad reproductiva sobre la seleccidon espermatica llevada a cabo
mediante el método swim-up/dextrano, se realizd este procedimiento en ambas épocas, reproductiva
(ER) y no reproductiva (ENR), y se analiz6 la calidad seminal antes y después de este proceso.

En el caso de la motilidad total, se observo un descenso significativo (P<0,05) entre la muestra fresca
(Fresco) y la muestra Swim-up en ambas estaciones del afio (figura 4). Estudios previos han mostrado
que la mejora de la motilidad total tras el swim-up depende de la calidad de la muestra inicial,
mejorandola en muestras con motilidades inferiores al 60%, y de forma menos acusada en muestras con
motilidades por encima del 80% (Garcia-Lopez y col. 1995). En este trabajo se observaron motilidades
iniciales del semen fresco de entre 75-90%, por lo que el método de seleccion espermatica no tiene
mucho margen de mejora. Ademas, en nuestro caso, las muestras fueron evaluadas mediante el sistema
automatizado CASA y en el trabajo anterior de forma subjetiva, lo que podria explicar la diferencia en
los resultados. Aun asi, el hecho de que la motilidad descienda resulta sorprendente y podria ser debido
a pequenas fluctuaciones de temperatura durante el proceso.

Motilidad
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Figura 4. Porcentaje de espermatozoides motiles totales (MT), motiles progresivos (MP) y rapidos (R) en muestras de semen
fresco (Fresco) y espermatozoides seleccionados mediante swim-up/dextrano (Swim-up), tanto en época reproductiva (ER)
como en época no reproductiva (ENR). Los valores se muestran como media =+ error estandar de la media (n=6). Las letras
minusculas (a, b) implican diferencias significativas (P<0,05) entre grupos experimentales dentro de la misma época, mientras
que las letras mayusculas (A, B) hacen referencia a diferencias significativas entre épocas (P<0,05).

En cuanto al efecto de la estacionalidad sobre la motilidad total, no se observaron diferencias entre
épocas ni en la muestra fresca ni en la seleccionada por swim-up. Un estudio previo llevado a cabo
también con la raza Rasa Aragonesa tampoco encontrd diferencias significativas en semen fresco entre
épocas (35). En otros estudios este resultado también se corrobor6 (44).

En cuanto a la motilidad progresiva, que implica el avance rectilineo del espermatozoide, fundamental
para atravesar el tracto reproductor de la hembra, se observaron diferencias significativas (P<0,05) tras
el swim-up en ER (figura 4). Este descenso en comparacion con la muestra fresca podria deberse a la
existencia de un mayor nimero de espermatozoides capacitados en la muestra swim-up, ya que con la
hiperactivacion asociada a la capacitacion se modifica su patron de movimiento. Ademas, este resultado
ya se habia observado en trabajos previos del grupo de investigacién, aunque en ambas épocas (45).

Ademas, se encontraron diferencias significativas (P<0,01) en la motilidad progresiva entre ER y ENR,
siendo mayor en la primera. La época reproductiva es el momento del afio en que la especie ovina se
reproduce de forma natural, por lo que una mayor motilidad progresiva en esta época mejoraria las
probabilidades de fecundacion (46).
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En cuanto al porcentaje de espermatozoides rapidos, no se encontraron diferencias significativas ni
entre épocas, ni entre Fresco y Swim-up.

La evaluacion de la viabilidad revel6 un mayor porcentaje de espermatozoides viables en muestras
frescas (Fresco) de ENR (P<0,05) (figura 5.A), como se observo en estudios previos (35). En lo que
respecta al proceso de seleccion espermatica, no hubo diferencias significativas entre las muestras
Fresco y Swim-up, ni en ER ni ENR, ya que la viabilidad de las muestras de partida era ya elevada (80-
90%) vy por ello el incremento del pardmetro no fue tan acusado, como se vio en estudios previos
(19,47,48).

En relacion al daiio oxidativo y el estado apoptético, no se detectaron diferencias significativas entre
épocas en el porcentaje de espermatozoides viables con bajos niveles de ROS (figura 5.B) ni en
espermatozoides viables sin inversion de fosfatidilserina (figura 5.C), como se observo en otro estudio
del grupo (35). Tampoco hubo diferencias significativas entre Fresco y Swim-up en ambos parametros.
Este resultado contrasta con estudios previos, que indican una reduccion significativa en el nimero de
espermatozoides con inversion de fosfatidilserina tras realizar la técnica swim-up/dextrano (47,49).
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Figura 5. Porcentaje de espermatozoides viables (A), viables con bajos niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) (B) y
viables sin translocacion de fosfatidilserina (PST) (C) en muestras de semen fresco (Fresco) y espermatozoides seleccionados
mediante swim-up/dextrano (Swim-up), tanto en época reproductiva (ER) como en época no reproductiva (ENR). Los valores
se muestran como media + error estandar de la media (n=6). Las letras mayusculas (A, B) implican diferencias significativas
entre épocas.

En relacion al estado de capacitacion (figura 6) se observd una disminucidon significativa de
espermatozoides no capacitados (NC) (P<0,0001 en ER y P<0,01 en ENR) y un aumento de capacitados
(C) (P<0,0001 en ER y P<0,01 en ENR) tras el swim-up. Estudios anteriores hacen referencia a una
recuperacion de los espermatozoides no capacitados tras esta técnica (47); sin embargo, esto contrasta
con lo observado en este trabajo y podria deberse a la presencia de albimina sérica bovina (BSA) en el
medio de recogida del swim-up, ya que existen estudios que indican que este compuesto es capaz de
mediar la capacitacion gracias a su actividad como aceptor de esteroles (8).

Estado de Capacitacién Figura 6. Porcentaje de espermatozoides no capacitados (NC),
100 capacitados (C) y reaccionados (espermatozoides que han llevado a

a .7 SN
a " Bb = NC  (abo la reaccion acrosomica) (R) en muestras de semen fresco
80 . . . .
C  (Fresco) y espermatozoides seleccionados mediante swim-
60 B R yp/dextrano (Swim-up), tanto en época reproductiva (ER) como en
época no reproductiva (ENR). Los valores se muestran como media
40 Ab
T Bb
20{ M % a =
0- T T T T
Fresco Swim-Up Fresco Swim-Up

+ error estandar de la media (n=6). Las letras mintusculas (a, b)
ER ENR

% espermatozoides

indican diferencias significativas entre grupos experimentales dentro
de la misma estacion y las mayusculas (A, B) implican diferencias
significativas entre épocas dentro del mismo grupo experimental.
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Al comparar entre ER y ENR, se observaron diferencias entre estaciones en la muestra fresca, aunque
se encontrod un mayor porcentaje de espermatozoides NC y, por tanto, un menor porcentaje de C (P<0,01)
en la muestra Swim-up obtenida en ENR. Esto explicaria el menor porcentaje de espermatozoides
motiles progresivos obtenidos en esta muestra (figura 4), ya que estaria relacionado con una
hiperactivacion espermatica, como se ha comentado previamente.

Durante la capacitacion se fosforilan en residuos de tirosina gran cantidad de proteinas, que fueron
estudiadas mediante Western blot. En concreto se cuantificaron las proteinas fosforiladas de alto peso
molecular, que son las de interés en la capacitacion.

Pm2 3 4 56 7 8 9101112 131415

™

I". P "

Figura 7. Western blot representativo del analisis de fosforilacion en residuos de tirosinas de proteinas espermaticas de células
provenientes de muestra fresca (carriles 2, 6 y 12), seleccionadas por swim-up (carriles 3, 7y 13) y tras tres horas de incubacion
en condiciones capacitantes (5% COz, 100% humedad y 39 °C) en medio TALP (carriles 4, 8 y 14), medio Cocktail (carriles 5,
9y 15), medio TALP suplementado con D-Penicilamina (carril 10) y medio Cocktail suplementado con D-Penicilamina (carril
11). El recuadro rojo hace referencia a todas las proteinas de alto peso molecular que fueron analizadas.

No se observaron diferencias significativas en la fosforilacion de proteinas en tirosina entre muestras
(Fresco y Swim-up) ni tampoco entre estaciones (figura 8). Estudios previos habian demostrado un
incremento significativo entre la muestra de semen fresco y tras swim-up (50), aunque esos estudios
fueron realizados en muestras humanas. En nuestro caso, a pesar de que los analisis de CTC mostraron
un aumento de los espermatozoides capacitados en la muestra Swim-up en ER y ENR, este es un
marcador temprano de la capacitacion, y dado que la seleccion espermatica por swim-up en la especie
ovina se realiza en aproximadamente una hora en condiciones no capacitantes, la fosforilacion en
residuos de tirosina no da tiempo a que se produzca (11).

Cuantificacion de fosfotirosinas
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Figura 8. Cuantificacion por densitometria de las proteinas fosforiladas en residuos de tirosina presente en las muestras de
semen fresco (Fresco) y espermatozoides seleccionados mediante swim-up/dextrano (Swim-up), tanto en época reproductiva
(ER) como en época no reproductiva (ENR). Los resultados se muestran como media =+ error estandar de la media (n=6).

15



5.2 EFECTO DE LA ESTACIONALIDAD REPRODUCTIVA SOBRE LA CAPACITACION IN
VITRO DE ESPERMATOZOIDES OVINOS

El procedimiento de capacitacion espermatica ovina in vitro presenta ciertas dificultades, por lo que, a
diferencia de otras especies en las que se utiliza el medio TALP (51) o una variacion de este (39), para
el morueco se requiere la suplementacion de este medio con un cocktail de sustancias (22). En este
trabajo se incubaron las muestras en medio TALP y TALP+cocktail (Cocktail) para su comparacion.

Las muestras de capacitacion procedian de la muestra Swim-up, por lo que, tras 3 horas de incubacion
en condiciones capacitantes, se observdo un descenso significativo (P<0,05) entre la muestra
seleccionada y las muestras TALP y Cocktail en todos los parametros estudiados (motilidad, viabilidad,
vivos con bajos niveles de ROS, vivos sin translocacion de fosfatidilserina y espermatozoides NC). Este
efecto se observo en multiples trabajos previos (45,52) y no se ha referido en la presente memoria para
no enmascarar las diferencias entre épocas o medios.

En cuanto al efecto de la estacionalidad reproductiva durante la capacitacion in vitro, no se observaron
diferencias significativas entre épocas en lo que respecta a la motilidad tras la capacitacion en medio
TALP y Cocktail. Aun asi, todos los pardmetros de motilidad se vieron reducidos en muestras
capacitadas en medio Cocktail con respecto al medio TALP, en concordancia con lo observado en
estudios previos (45), aunque el descenso solo fue significativo en el caso de la motilidad progresiva en
ER (figura 9). Sin embargo, la caida de este valor en las muestras capacitadas en medio Cocktail se
debio a la aglutinacion cabeza con cabeza de la mayoria de las muestras, especialmente en la ENR, que
impedia su correcta evaluacion por el software CASA.

Motilidad
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Figura 9. Porcentaje de espermatozoides motiles totales (MT), métiles progresivos (MP) y rapidos (R) en muestras capacitadas
en medio TALP y Cocktail, tanto en época reproductiva (ER) como en época no reproductiva (ENR). Los valores se muestran
como media + error estandar de la media (n=6). Las letras minusculas (a, b) implican diferencias significativas entre grupos
experimentales dentro de la misma época.

Al evaluar la viabilidad (figura 10.A) no se observaron diferencias significativas entre estaciones en
ninguno de los medios de capacitacion. Tampoco hubo diferencias significativas entre estaciones en los
porcentajes de espermatozoides viables con bajos niveles de ROS (figura 10.B) o sin inversién de
fosfatidilserina (figura 10.C) en muestras capacitadas en medio Cocktail, aunque si en medio TALP
(P<0,01 y P<0,05 para ROS y PST respectivamente), siendo estos valores menores en ENR.
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Figura 10. Porcentaje de espermatozoides viables (A), viables con bajos niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) (B) y
viables sin translocacion de fosfatidilserina (PST) (C) en muestras capacitadas en medio TALP y Cocktail, tanto en época
reproductiva (ER) como en época no reproductiva (ENR). Los resultados se muestran como media + error estandar (n=6). Las
letras mayusculas (A, B) implican diferencias significativas entre distintas estaciones del afio.

Finalmente, el medio de capacitacion (TALP o Cocktail) no afectd al porcentaje de viabilidad, viables
con bajos niveles de ROS o viables sin inversion de fosfatidilserina en ninguna de las estaciones
estudiadas, en concordancia con estudios previos (45,52,53).

Al analizar los resultados de capacitacion (figura 11), se observo una disminuciéon de los
espermatozoides no capacitados (NC) (P<0,05 en ER y P<0,001 en ENR) y un aumento de los
espermatozoides capacitados (C) (P<0,05 en ER y P<0,01 en ENR) entre el medio Cocktail comparado
con el medio TALP, como era esperable, ya que el primero contiene sustancias que aumentan el cAMP
intracelular y, por tanto, disparan el proceso de capacitacion en espermatozoides ovinos (22) como se
ha comentado anteriormente. Sin embargo, también se detectd un efecto estacional en este proceso, de
forma que en ENR, la incubacion en medio TALP presenta un mayor porcentaje de espermatozoides NC
(P<0,05) y un menor porcentaje de reaccionados (P<0,001) en comparacion con la ER. Sin embargo, la
estacionalidad reproductiva no parece afectar a los resultados de capacitacion cuando el proceso se
realiza en medio Cocktail.
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Figura 11. Porcentaje de espermatozoides no capacitados (NC), capacitados (C) y reaccionados (R) en muestras capacitadas
en medio TALP y Cocktail, tanto en época reproductiva (ER) como en época no reproductiva (ENR). Los valores se muestran
como media + error estdndar de la media (n=6). Las letras (a, b) minusculas indican diferencias significativas entre grupos
experimentales dentro de la misma estacion y las mayusculas (A, B) implican diferencias significativas entre épocas del afio
dentro del mismo grupo experimental.

El analisis por Western blot de las proteinas fosforiladas en residuos de tirosina mostré un aumento
significativo en la fosforilacion en las muestras capacitadas en medio Cocktail cuando se compararon
con las incubadas en TALP, tanto en ER (P<0,05) como en ENR (P<0,001). Estos resultados respaldan
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los obtenidos mediante tincion con CTC, ya que hubo un mayor porcentaje de espermatozoides
capacitados en la muestra Cocktail y concuerdan con trabajos previos del grupo (22). Ademas, la
fosforilacion en residuos de tirosina en medio Cocktail fue mayor en ENR que en ER (P<0,05), sin que
hubiese diferencias entre estaciones cuando la capacitacion se realizaba en medio TALP.

Cuantificacion de fosfotirosinas
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Figura 12. Cuantificacion por densitometria de las proteinas fosforiladas en residuos de tirosina presente en las muestras
capacitadas en medio TALPy Cocktail, tanto en época reproductiva (ER) como en época no reproductiva (ENR). Los resultados
se muestran como media + error estandar de la media (n=6). Las letras minusculas (a, b) indican diferencias significativas entre
grupos experimentales dentro de la misma estacion y las letras mayusculas (A, B) diferencias entre estaciones dentro del mismo
grupo experimental.

5.3 EFECTO DEL COMPUESTO ANTI-AGLUTINANTE D-PENICILAMINA SOBRE LA
CAPACITACION IN VITRO DE ESPERMATOZOIDES OVINOS DURANTE LA EPOCA NO
REPRODUCTIVA

Dado que durante la ENR se producia la aglutinacion cabeza-cabeza de los espermatozoides que impedia
su correcta evaluacion, se suplementaron tanto el medio TALP como el medio Cocktail con D-
Penicilamina, un compuesto anti-aglutinante.

El uso del compuesto D-Penicilamina no tuvo efectos significativos en la meotilidad, tanto total como
progresiva o el porcentaje de espermatozoides rapidos, aunque si que se produjo un ligero aumento de
la mayoria de los parametros de motilidad cuando se afiadid este compuesto, como se describe en el
articulo de Leahy y col. de 2016 (figura 13).
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Figura 13. Porcentaje de espermatozoides motiles totales (MT), motiles progresivos (MP) y rapidos (R) en muestras
capacitadas en medio TALP y Cocktail, suplementadas o no con D-Penicilamina (DEP) en estacion no reproductiva (ENR).
Los valores se muestran como media + error estandar de la media (n=4). Las letras minusculas (a, b) implican diferencias
significativas entre grupos experimentales.
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El uso de D-Penicilamina mejoré la viabilidad (figura 14.A) de las muestras tanto incubadas en medio
TALP (P<0,0001) como en medio Cocktail (P<0,05). En el caso de los espermatozoides viables con
bajos niveles de ROS (figura 14.B) y viables sin inversion de fosfatidilserina (figura 14.C) la adicién
de D-Penicilamina tnicamente aumento estos valores en las muestras capacitadas en TALP (P<0,001 y
P<0,05, respectivamente).
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Figura 14. Porcentaje de espermatozoides viables (A), viables con bajos niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) (B),
y viables sin translocacion de fosfatidilserina (PST) (C) en muestras capacitadas en medio TALP y Cocktail, suplementadas o
no con D-Penicilamina (DEP) en estacion no reproductiva (ENR). Los resultados se muestran como media =+ error estandar
(n=4). Letras distintas (a, b, c, d) indican diferencias significativas.

Por otro lado, en el analisis del estado de capacitacion (figura 15), el uso de D-Penicilamina en las
muestras TALP parece tener un efecto descapacitante, ya que se observaron diferencias significativas en
los espermatozoides NC (P<0,01), manteniendo valores similares al Swim-up. En el caso de muestras
Cocktail, no se observo ningun efecto.
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Figura 15. Porcentaje de espermatozoides no capacitados (NC), capacitados (C) y reaccionados (R) en muestras incubadas en
medio TALP y Cocktail, suplementadas o no con D-Penicilamina (DEP) en estacion no reproductiva (ENR). Los resultados se
muestran como media =+ error estandar de la media (n=4). Letras distintas indican diferencias significativas entre grupos
experimentales.

Igual que en el caso anterior, hay un aumento en los niveles de proteinas fosforiladas en tirosina en
las muestras capacitadas en medio Cocktail, tanto con D-Penicilamina (P<0,01) como sin ella (P<0,05),
con respecto a las capacitadas en el medio TALP con y sin este compuesto (figura 16). Aun asi, no hubo
diferencias en la cuantificacion de fosfotirosinas cuando se compararon los distintos medios con o sin
D-Penicilamina en concordancia con el estudio de Leahy y col. (2016).
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Figura 16. Cuantificacion por densitometria de las proteinas fosforiladas en residuos de tirosina presente en las muestras
capacitadas en medio TALP y Cocktail, suplementadas o no con D-Penicilamina (DEP) en estacion no reproductiva (ENR).
Los resultados se muestran como media + error estandar de la media (n=4). Letras distintas indican diferencias significativas
entre grupos experimentales.

Por lo tanto, la adicién de D-Penicilamina no parece afectar a la capacitacion espermdtica cuando esta
se produce en medio Cocktail, como se mostraron los resultados de tinciéon con CTC y los niveles de
fosfotirosinas, sino que este compuesto simplemente evita que se produzca la aglutinacion consecuencia
de este fenomeno.
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6. CONCLUSIONES

1) La estacionalidad reproductiva afectd al proceso de seleccion espermatica por swim-up/dextrano,
siendo de mayor calidad la muestra seleccionada obtenida en la época no reproductiva, ya que presento
una mayor viabilidad y un mayor porcentaje de espermatozoides no capacitados con respecto a la época
reproductiva.

2) La época del afio en la que se obtuvieron las muestras no afectd apenas al proceso de capacitacion in
vitro cuando este se realizé en medio Cocktail, ya que solo se observaron diferencias significativas en
los niveles de fosforilacion en residuos de tirosina, que estaban aumentados en estacion no reproductiva,
sin que hubiese diferencias en el resto de los parametros analizados. Sin embargo, cuando la capacitacion
se realizo en medio TALP, en estacion no reproductivo se observd un mayor porcentaje de
espermatozoides no capacitados, y un menor porcentaje de espermatozoides viables con bajos niveles
ROS y sin inversion de fosfatidilserina.

3) La adicion del compuesto anti-aglutinante D-Penicilamina en estacion no reproductiva en condiciones
capacitantes favorecio la obtencion de una muestra de mayor calidad ya que evita la aglutinacion cabeza
con cabeza, en las muestras capacitadas en medio TALP y Cocktail. Ademés, no pareci6 influir en el
proceso de capacitacion espermatica cuando este proceso se realiza en medio Cocktail.

CONCLUSIONS

1) Reproductive seasonality affected the dextran/swim-up sperm selection results by being the selected
sample obtained during the non-breeding season of higher quality than the one obtained during the
breeding season, as it presented higher viability and a higher percentage of non-capacitated spermatozoa.

2) The reproductive season in which the samples were obtained had little effect on the in vitro
capacitation process when performed in Cocktail medium, and significant differences were only
obtained tyrosine phosphorylation levels, which were higher in the non-breeding season. There were no
differences in the rest of the analysed parameters. However, when capacitation was performed in a TALP
medium, a higher percentage of non-capacitated spermatozoa and a lower percentage of viable
spermatozoa with low ROS levels and without phosphatidylserine inversion were observed in the non-
breeding season.

3) The addition of the anti-agglutinating compound D-Penicillamine during non-breeding season and
under capacitating conditions prevented head-to-head agglutination and increased sperm quality in
samples capacitated in TALP and Cocktail medium. Furthermore, it did not seem to influence the sperm
capacitation process when carried out in Cocktail medium.
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