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RESUMEN

1. RESUMEN

Las dosis seminales ovinas se suelen refrigerar para su uso a corto plazo en inseminacion
artificial. Los espermatozoides de la especie ovina son especialmente susceptibles al frio, y su
exposicién a bajas temperaturas produce una serie de cambios entre los que se incluyen pérdida de
motilidad, de integridad de membrana, aumento de marcadores apoptéticos y una capacitacion
prematura o criocapacitacion. La capacitacion es un proceso complejo por el cual los
espermatozoides adquieren capacidad fecundante, pero si esta se produce lejos del ovocito, el
espermatozoide no serda capaz de cumplir su misién, por lo que una capacitacion prematura
consecuencia del frio resulta indeseable.

La melatonina es una hormona importante en la regulacion de la reproduccién. El
descubrimiento de la presencia de receptores para esta hormona en la superficie del espermatozoide
ovino, indicaria una accién directa de la misma sobre la funcionalidad de estas células. Algunas de las
rutas moleculares a través de las que actla la melatonina en algunas células somaticas también estan
implicadas en la regulacion de procesos fisiologicos del espermatozoide, como la capacitacion.
Ademas, también se atribuye un papel protector frente a la apoptosis en algunos tipos celulares. Por
ello, en el presente trabajo se planted la hipdtesis de que la melatonina podria tener un efecto de
proteccion frente al frio en espermatozoides, evitando los cambios relacionados con la
criocapacitacion y el aumento de marcadores apoptoticos.

El objetivo de este estudio fue estudiar el efecto de diferentes concentraciones de
melatonina afiadidas a los espermatozoides antes de ser sometidos a bajas temperaturas, analizando
distintos parametros relacionados con la funcionalidad espermatica: motilidad, integridad de
membrana, estado de capacitacion (relacionado con la distribucidon del calcio intracelular y la
fosforilacién de tirosinas de proteinas de membrana) y marcadores apoptdticos.

Los resultados obtenidos indican que la refrigeracién directa a 5 °C, aunque no afecta a la
motilidad espermatica, produce efectos subletales sobre los espermatozoides reflejandose en una
disminucién importante del resto de parametros de calidad seminal. Las dosis de melatonina
utilizadas (100 pM, 10 nM y 1 uM) no mejoran de manera significativa los valores de motilidad e
integridad de membrana, pero si disminuye significativamente el porcentaje de espermatozoides
capacitados si se incuba la muestra con las dosis de 100 pM y 10 nM previamente a la refrigeracion.
La melatonina, a dosis bajas (100 pM), disminuye el porcentaje de espermatozoides con marcadores
apoptéticos como la inversién de fosfatidilserina y la actividad de caspasas, si bien este descenso no
es significativo.

En conclusion, en este estudio se demuestra que la melatonina es capaz de evitar, al menos
parcialmente, la capacitacién prematura asociada a frio.
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ABSTRACT

Ovine seminal doses are usually cooled for short-term use in artificial insemination. Ram
sperm is particularly susceptible to cold-shock, and their exposure to low temperatures produce
many changes including loss of motility and membrane integrity, increment on apoptotic markers
and premature capacitation, known as cryocapacitation. Capacitation is a complex process by which
sperm acquires fertilizing capacity, but if it occurs far away from the oocyte, the sperm will not be
able to successfully achieve its mission, so that premature capacitation is undesirable.

Melatonin is an important hormone involved in the regulation of reproduction. Discovery of
receptors for this hormone on the surface of ram spermatozoa would indicate a direct action on the
functionality of these cells. Some of the molecular pathways through melatonin acts in some somatic
cells are also involved in regulating physiological processes of sperm, such as capacitation. Melatonin
also confers protection against apoptosis in some types of cells. Therefore, this study raises the
hypothesis that melatonin could have a protective effect against cold-shock in ram spermatozoa
avoiding changes related to cryocapacitation and the increase of apoptosis markers.

The aim of this study was to investigate the effect of different doses of melatonin added to

sperm before being refrigerated, by analyzing parameters related to sperm functionality: motility,
membrane integrity, capacitation state (related to intracellular calcium distribution and tyrosine
phosphorylation of membrane proteins) and apoptotic markers.
The obtained results indicate that direct cooling to 5 °C does not affect sperm motility, but produces
sublethal effects on sperm, as reflected in a significant decrease in other seminal quality parameters.
Melatonin, at doses used in this study (100 pM, 10 nM and 1 um) do not improve significantly the
motility and membrane integrity values, but it reduces the percentage of capacitated sperm, if the
sample is incubated with low an intermediate concentration of melatonin (100 pM and 10 nM)
before to cooling. Moreover, melatonin, at low doses (100 pM), decreases the percentage of sperm
with apoptotic markers as phosphatidylserine translocation and caspase activity, although this
decrease is not significant statistically.

In conclusion, this study shows that melatonin is able to avoid, at least partially, premature
cold-associated capacitation.
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2. INTRODUCCION
2.1. INSEMINACION EN ESPECIE OVINA: REFRIGERACION DE LAS MUESTRAS SEMINALES

La inseminacidn artificial (IA) es una de las herramientas que mas ha contribuido al avance de
la produccidn animal. Mediante la IA, un eyaculado de un animal de alto valor genético puede usarse
para inseminar a gran cantidad de hembras y, ademas, se evita la propagacién de enfermedades de
transmision sexual. Sin embargo, la inseminacién artificial en la especie ovina no esta ampliamente
difundida debido principalmente a los bajos resultados de fertilidad obtenidos con semen refrigerado
o congelado.

En ovino, las dosis normalmente utilizadas en inseminacion artificial son refrigeradas a 15 °C,
lo que permite el mantenimiento del semen durante unas 6 horas y asi poder exportarlo a granjas
distantes. La refrigeracién se basa en la prolongaciéon de la capacidad fecundante al reducir la
motilidad y el metabolismo de los espermatozoides de forma reversible. Sin embargo, este descenso
controlado de temperatura de las muestras seminales para la inseminacidn artificial hace que la tasa
de fertilidad obtenida no sea buena (alrededor del 50 %), a diferencia de otras especies, donde esta
técnica es altamente utilizada y con un gran porcentaje de éxito. Esto parece ser debido, entre otras
causas, a la complicada estructura cervical del Utero ovino, que dificulta la deposicion del semen de
forma profunda en el tracto genital femenino, y a la especial susceptibilidad al frio de los
espermatozoides ovinos en comparacién con los de otras especies que posibilitan que las dosis
seminales se refrigeren o congelen sin problema.

El descenso rapido de la temperatura, de 30 a 5 °C, conocido como choque térmico o cold-
shock, produce en los espermatozoides una serie de efectos negativos proporcionales a la velocidad
de enfriamiento, el intervalo de temperatura y el rango de temperatura (Watson, 1981). La
susceptibilidad de las distintas especies a estos dafos por cold-shock es diferente y estd determinada
por la relacion de colesterol y fosfolipidos de la membrana plasmatica. En el caso de la especie ovina
esta relacion es muy baja (los espermatozoides tienen poco colesterol en la membrana), lo que hace
gue sean muy sensibles a las bajas temperaturas. Los efectos negativos desencadenados por el cold-
shock pueden ser:

a) Alteraciones estructurales. Se produce una desorganizacién de la membrana plasmatica,

formdandose vesiculas hibridas entre la membrana acrosomal y la membrana plasmadtica, o
incluso la destruccidon de la membrana del acrosoma, como versidon desorganizada de la
reaccién acrosémica que sufre el espermatozoide justo antes de fecundar al ovocito. Esto se
debe a que los fosfolipidos de membrana disminuyen tras la refrigeracidon, se pierde
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina (Alvarez and Storey, 1992), al mismo tiempo que se da
una inversidon de fosfatidilserina hacia la cara externa de la membrana, lo que provoca
inestabilidad y asimetria fosfolipidica (Muller et al., 1999). Los cambios en la membrana
fosfolipidica también afectan a las proteinas que se albergan en ella, que pierden su funcién
y contribuyen a que la membrana se torne mas fluida y permeable (Robertson and Watson,
1986). Ademas se produce peroxidacion lipidica en la membrana debido a un aumento en la
produccidn de especies reactivas de oxigeno, como se explica mas adelante (Alvarez and
Storey, 1992).
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b)

d)

A) iB)

Figura 1. A) Microscopia electrénica de barrido de un espermatozoide ovino (Barrios et al., 2000). Izquierda:
espermatozoide obtenido de la muestra seleccionada (swim-up); derecha: espermatozoide sometido a cold-
shock. B) Micrografia electrénica de transmisidon de un espermatozoide ovino sometido a cold-shock (Colas et al.,
2009).

Deterioro de la motilidad. Debido a cambios en el transporte activo y en la permeabilidad de

la membrana plasmatica a nivel del flagelo, asi como en la disponibilidad de energia. Esto
explicaria parcialmente la baja fertilidad obtenida con el semen refrigerado.
Dafio oxidativo. La criopreservacion induce la formacién de especies reactivas de oxigeno

(ROS) por acumulo de productos téxicos del metabolismo, perjudiciales para el
espermatozoide (Alvarez and Storey, 1992) y para el DNA (Irvine et al., 2000). La existencia
de ROS provoca disminucién de la motilidad y viabilidad, de la integridad acrosomal y del
potencial de membrana mitocondrial (Baumber et al., 2000). Ademas, los espermatozoides
dafiados o defectuosos generan también grandes cantidades de ROS (Ball et al., 2001).

Cambios semejantes a los del proceso de capacitacién (criocapacitacién). La capacitacion

espermatica es un proceso que ocurre fisiolégicamente cuando el espermatozoide atraviesa

el tracto reproductor femenino (en el tramo final del Utero o en el oviducto) y es necesaria

para que éste adquiera la capacidad de fecundar al ovocito (Yanagimachi, 1994). Algunos
espermatozoides sometidos a enfriamiento y recalentamiento posterior se comportan como
espermatozoides capacitados. Este hecho se asocia a las modificaciones y reorganizacion en

la membrana de la cabeza del espermatozoide debido a la redistribucion de fosfolipidos y a

la salida de colesterol (Langlais et al., 1981) que los hace mas reactivos y quedan en un

estado parcialmente capacitado (Watson, 1995). Este proceso se denomina criocapacitacion

y llevard a los espermatozoides a experimentar la reaccién acrosémica lejos todavia del

ovocito. Pero los mecanismos por los que se produce la criocapacitacion todavia no estan

elucidados, ya que son mas complicados que los del proceso normal de capacitacién, el cual
todavia no se conoce completamente.

La capacitacion espermatica implica una serie secuencial de profundos cambios bioquimicos

y biofisicos (Yanagimachi, 1994):

- Incremento de la fluidez de la membrana plasmatica por salida de colesterol e
hiperpolarizacién de la misma (Zeng et al., 1995). La disminucién de la relacidn
colesterol/fosfolipidos de membrana parece facilitar el influjo de calcio en el
espermatozoide (Davis et al., 1979), que desencadenard la reaccién acrosémica (Roldan
and Harrison, 1989).

- Alcalinizacion del medio intracelular (Zeng et al., 1996).

- En la mayoria de las especies se ha observado un incremento de calcio intracelular
durante la capacitacidon (Baldi et al., 1991). Este incremento puede ser debido a la
entrada de calcio desde el exterior o a la salida del mismo desde los reservorios
intracelulares.
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- Cambio en el patrén de la motilidad (Katz and Yanagimachi, 1981). Se producen cambios
conformacionales en las proteinas del axonema del flagelo, de manera que éste se torna
mas flexible. Esto permite la hiperactivacion de la motilidad espermatica gracias al
aumento del desplazamiento lateral de cabeza y la disminucidn de la frecuencia de
batida del flagelo. Asi el espermatozoide pasa de tener un movimiento rectilineo a un
patron de movimiento de penetracion, lo que le permite de manera fisiolégica buscar al
ovocito para fecundarlo.

- Fosforilacién de proteinas en residuos de tirosina, requisito para que el espermatozoide
pueda fecundar al ovocito (Visconti et al., 1995), ya que ocurre en las etapas tardias de la
capacitacién. Este proceso fue descrito en ovino por primera vez por el grupo de
investigacion en el que se ha llevado a cabo el presente trabajo (Perez-Pe et al., 2002) y
posteriormente se demostrd la participacién de nuevas vias alternativas de sefalizacion
que lo regulan (Luna et al., 2012). La fosforilacidn de tirosinas se da en proteinas de la
cabeza y del flagelo del espermatozoide. La presencia de fosfotirosinas en las proteinas
de cabeza contribuyen al aumento de la fluidez de la membrana plasmatica por salida del
colesterol, mientras las fosfotirosinas en proteinas del flagelo ayudan al cambio en la
motilidad del espermatozoide.

- Preparacion para experimentar la reaccién acrosdmica. Este evento sdlo pueden
experimentarlo espermatozoides previamente capacitados (Saling et al., 1979). Consiste
en la exocitosis controlada de sustancias (principalmente enzimas) del acrosoma para
permitir al espermatozoide penetrar en la zona pellcida del ovocito y realizar la
fecundacion con éxito.

e) Aumento de marcadores apoptoéticos. El descenso y el posterior incremento de temperatura

implican un aumento de estos marcadores (Del Valle et al., 2010) que podrian explicar, en
parte, el dafio producido en los espermatozoides ovinos por la refrigeracion.

2.2. APOPTOSIS EN ESPERMATOZOIDES

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso de autodestruccién celular
controlado. Este fendmeno ha sido estudiado en profundidad en células somaticas, pero no tanto en
espermatozoides. Se produce apoptosis durante la espermatogénesis como proceso homeostatico y
para eliminar células germinativas defectuosas. Sin embargo, también se observan células
apoptéticas en el eyaculado. Algunos autores lo atribuyen a la existencia de espermatozoides
inmaduros (Paasch et al., 2004), otros a un fendmeno de apoptosis testicular abortiva (Sakkas et al.,
2004), y algunos a causas patoldgicas (Oehninger et al., 2003). Otra teoria avalada por muchos
autores y que cobra fuerza hoy en dia establece que los espermatozoides maduros una vez
eyaculados son capaces de iniciar y completar el proceso de apoptosis (Anzar et al., 2002; Marti et
al., 2008). Es logico pensar que los espermatozoides en el tracto reproductor femenino, tras la
finalizacion de su tiempo de vida inherente, o al no alcanzar el ovocito y no llevar a cabo la funcidn
para la que han sido generados, se eliminasen por un proceso apoptético, ya que de esta manera su
destruccién no produciria ningin efecto perjudicial en el tracto reproductor femenino ni en el resto
de espermatozoides ni células circundantes (Eisenbach, 2003). Ademas, la apoptosis en los
espermatozoides se activaria como un mecanismo de eliminacion de las células anormales, y/o en
respuesta al estrés ambiental. Asi, algunos autores han descrito ciertas caracteristicas de los
espermatozoides sometidos a la accion del frio semejantes a las descritas en el fenédmeno de
apoptosis (Martin et al., 2004). Cualquiera que sea la causa, la presencia de espermatozoides con
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caracteristicas apoptdticas en las dosis seminales podria ser una de las razones para la baja fertilidad,
como se ha visto en la especie humana (Said et al., 2006), en toro (Anzar et al., 2002) y en morueco
(Marti et al., 2008).

El analisis de los marcadores apoptéticos se basa en la deteccién de los cambios que se
producen. Parte de los espermatozoides eyaculados presentan evidencias de estos marcadores,
como fragmentacidn del ADN (Barroso et al., 2000), translocacion de fosfatidilserina a la cara externa
de la membrana plasmatica (Duru et al., 2001), y actividad de caspasas que median el proceso
apoptético (Weng et al., 2002).

2.3. MELATONINA Y SU PAPEL FISIOLOGICO EN LA REPRODUCCION

En la especie ovina la reproduccién tiene un caracter estacional muy marcado, caracterizado
por la alternancia de un periodo no reproductivo en primavera y verano, y de un periodo de actividad
reproductiva en otofo e invierno. Dacheux y col. observaron que la produccién de espermatozoides
en moruecos era cuatro veces mas elevada en otofio (septiembre) que en invierno (febrero)
(Dacheux et al., 1981).

La estacionalidad reproductiva en el ovino esta regida por la secrecion de melatonina. Es la
glandula pineal, a través de la secrecién de la melatonina, la que traduce los estimulos luminosos en
hormonales (Bittman et al., 1983). Ebling y Hastings presentaron las bases de este proceso (Ebling
and Hastings, 1992), indicando que la luz percibida por la retina regula la secrecion de melatonina y
que ésta es proporcional a la duracién de la noche, por tanto, su ritmo de produccién se modifica a lo
largo del afio en funcién de la duracién de los dias, siendo su secrecion mas larga durante los dias
cortos de otofio e invierno. La melatonina modula la sintesis y secrecion de hormonas
gonadotrdpicas en el hipotalamo (Bittman et al., 1983).

Esta hormona, ademas de en la glandula pineal, es sintetizada en varios tejidos, como el
tracto gastro-intestinal, el ojo, la piel, el tracto reproductor femenino, y, como ha demostrado
recientemente nuestro grupo de investigacién, también en los tejidos del tracto reproductor
masculino (Gonzalez-Arto et al., 2014). El mecanismo de accién de la melatonina es muy complejo y
estd implicada, ademas de en la regulacién de los ciclos reproductivos que se ha mencionado
anteriormente, en multitud de procesos fisioldgicos y fisiopatoldgicos, como el suefo, el cancer y la
respuesta inmune. Ademas tiene una clara accidon antioxidante, evitando el dafio oxidativo en
macromoléculas, células, tejidos y érganos. También se le asigna a la melatonina el papel de
importante modulador del citoesqueleto y de sustancia quimioatrayente en algunos tipos celulares.

Hay que destacar que esta hormona estd presente en el plasma seminal y es capaz de ejercer
efectos directos sobre los espermatozoides ovinos, algunos de ellos mediados por su unién a
receptores especificos presentes en la superficie de estas células (Casao et al., 2012; Gonzalez-Arto
et al., 2014). Nuestro grupo de investigacion demostré por primera vez los efectos beneficiosos de la
melatonina exdgena sobre los espermatozoides ovinos, incluyendo la disminucién de los marcadores
apoptéticos, asi como el aumento del porcentaje de oocitos fertilizados in vitro con los
espermatozoides tratados (Casao et al., 2010; Casao et al., 2013). Algunas de las rutas moleculares a
través de las que actua la melatonina en algunas células somaticas también estan implicadas en la
regulacidon de procesos fisioldgicos del espermatozoide, como la capacitacion.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

A la vista de los antecedentes expuestos, la hipdtesis que se plantea en este trabajo es que la

melatonina puede evitar o disminuir los efectos nocivos que produce el frio en los espermatozoides

ovinos, evitando los cambios relacionados con la criocapacitacién y el aumento de marcadores

apoptoéticos, y ejerciendo asi un papel crioprotector.

El objetivo principal de este trabajo fue el de estudiar el efecto que tiene la melatonina

exogena sobre los espermatozoides ovinos sometidos a la accién del frio. Pero previamente hubo

que seleccionar el tratamiento térmico mds adecuado que permitiese evidenciar claramente la

mayoria de los dafios asociados al frio. Asi, se plantearon dos objetivos parciales:

1. Anadlisis comparativo de las alteraciones que producen en los espermatozoides ovinos

diferentes tratamientos térmicos de descenso de temperatura, con el fin de seleccionar el

mas adecuado para el desarrollo del objetivo principal del trabajo. Estos tratamientos

fueron:

2.

Refrigeracion progresiva controlada desde 25 °C hasta 15 6 hasta 5 °C.
Incubacidn directa a 15 °C durante 30 minutos, o a 5 °C durante 10 minutos.

Estudio del efecto de diferentes dosis de melatonina afiadidas a los espermatozoides ovinos

antes de ser sometidos a una bajada brusca de temperatura a 5 °C. En concreto se evalué:

La motilidad espermdtica y parametros cinéticos relacionados con la hiperactivacion
flagelar que puede producirse como consecuencia de la exposicion a bajas temperaturas.
La integridad de la membrana plasmatica.

El estado de capacitacion espermdtica en funcidn de la distribucidén intracelular del
calcio.

La fosforilacion en residuos de tirosina de las proteinas espermaticas como
comprobacién del estado de capacitacion.

Marcadores apoptdticos, en base a los cambios que se producen en membrana
(inversion de fosfatidilserina), citoplasma (activacion de caspasas) y nucleo
(fragmentacion del ADN).
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. PROCESADO DE LAS MUESTRAS ESPERMATICAS

4.1.1. Obtencion de las muestras seminales

El semen utilizado para los experimentos fue obtenido a partir de moruecos adultos de entre
2 y 6 aifos de edad, pertenecientes a la Asociacién Nacional de Ganaderos de la raza Rasa Aragonesa
(ANGRA), estabulados en las instalaciones del Servicio de Experimentacién Animal (SEA) de la
Universidad de Zaragoza. Tanto el mantenimiento de los sementales como la obtencidn de las
muestras corrieron a cargo del personal del SEA. Los animales se mantuvieron con un régimen de
tres extracciones semanales, lo que implica periodos de abstinencia de dos o tres dias. Se obtuvieron
dos eyaculados consecutivos por morueco, mediante vagina artificial, y se utilizaron sélo los
segundos en base a resultados previos que demostraron que éstos tenian mejores pardmetros de
calidad (Ollero et al., 1996). Tras la recogida, las muestras se mantuvieron a 37 °C hasta su uso y se
trabajo con la mezcla de los segundos eyaculados para evitar diferencias individuales.

4.1.2. Método de swim-up /dextrano

Con el fin de eliminar el plasma seminal y/o restos celulares de las muestras frescas, se utilizé
el método de swim-up/dextrano. La eliminacidén del plasma seminal resulta conveniente debido al
efecto perjudicial que éste ejerce en el mantenimiento de las células espermaticas (Mortimer, 1994),
asi como para evitar la influencia de sus componentes en los resultados obtenidos.

El método de swim-up/dextrano puesto a punto en nuestro laboratorio por Garcia- Lopez y
col. (Garcia-Lépez et al., 1996) estd basado en el descrito por Alvarez para espermatozoides humanos
(Alvarez et al.,, 1993), pero se modificaron tanto alguno de los pasos del proceso como la
composicion del medio para su aplicacion en el lavado de espermatozoides ovinos. Ademas, dado
que la centrifugacidn resulta nociva para los espermatozoides ovinos, el método no incluye
centrifugaciéon (Fig. 2). Esta técnica no es un simple método de lavado, ya que ademas de la
eliminacion del plasma seminal, permite obtener una poblacién celular enriquecida en
espermatozoides altamente matiles y viables.

SELECCION DE ESPERMATOZOIDES
MEDIANTE SWIM-UP/DEXTRANO

Figura 2. Esquema del método de seleccion de espermatozoides mediante swim-up/dextrano.

La composicidn del medio utilizado para el swim-up (MS) fue la siguiente: NaCl 50 mM, KC| 10
mM, MgS0,0, 4mM, K,HPO, 0,3 mM, HEPES 21 mM, glucosa 2,8 mM, piruvato sédico 0,33 mM,
lactato sddico 18,6 mM y sacarosa 200 mM. El pH se ajusté a 6,5 y se le afiadieron 1,5 Ul/ml de
penicilina y 15 pg/ml de estreptomicina para evitar su contaminacion.
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En este trabajo se modificaron ligeramente las cantidades, tanto de muestra seminal, como
de medio, para obtener una muestra seleccionada mas concentrada que la resultante del proceso de
swim-up/dextrano realizado habitualmente en nuestro laboratorio (Garcia-Lopez et al., 1996). Se
colocaron cuidadosamente 750 pl de semen en el fondo de un tubo redondeado de 15 mm de
didmetro y sobre él se depositaron 500 pl de MS-Dx (30 mg Dextrano/ml MS). Esta capa con alta
concentracion de dextrano actia como barrera fisica impidiendo el paso de espermatozoides con
baja motilidad, y ademas retiene a aquellos con ciertas alteraciones en su membrana. Sobre esta
capa de MS-Dx se afiadié muy lentamente 1 ml de MS-A (5 mg albimina sérica bovina (BSA)/ml MS).
La inclusion de BSA en esta capa superior evita la aglutinacion espermatica. Se dejé incubar a 37 °C
en posicion vertical durante 15 minutos y se retiraron 500 pl de fase superior que se designé como
primer sobrenadante y seguidamente se afiadieron otros 500 pl de MS-A. El proceso se repitid otras
tres veces consecutivas recogiendo un total de cuatro sobrenadantes. Se desechd el primero por
contener restos de plasma seminal, y se trabajé posteriormente con la mezcla de los tres restantes.

4.1.3. Refrigeracion de las muestras

Para estudiar una posible accién protectora de la melatonina frente al frio sobre los
espermatozoides, previamente se realizd un anadlisis comparativo de los efectos de distintos
tratamientos térmicos sobre dichas células. En concreto se llevd a cabo una refrigeraciéon a 15 °C y
otra a 5 °C utilizando un bafio termostatizado que permite una bajada controlada de la temperatura
(-0,2 °C/min). Se realizaron también tratamientos incubando directamente las muestras a 15 6 5 °C,
con una bajada mas brusca de temperatura, que finalmente fue el tratamiento empleado para
desarrollar el objetivo principal del trabajo.

Refrigeracién controlada: las muestras se mantuvieron durante media hora a 25 °C y

después, utilizando un bafio termostatizado que permite programar una rampa de temperatura (RT),
se refrigeraron con un descenso de -0,2 °C/min hasta llegar a los 15 °C de temperatura. El mismo
tratamiento se realizé prolongando hasta los 5 °C.

Refrigeracién directa: Se realizaron dos tipos de tratamiento, ambos se iniciaron con el

mantenimiento de las muestras a 25 °C durante media hora.

- Tratamiento a 15 °C durante 30 minutos.
- Tratamiento a 5 °C en bafo de hielo durante 10 minutos.

La nomenclatura que se utilizara a lo largo de todo el trabajo sera 15 °C RT y 5 °C RT para la bajada
controlada de temperatura, y 15 °C 6 5 °C para la bajada brusca.

4.1.4. Valoracion del efecto de la melatonina

Las muestras obtenidas tras el swim-up se incubaron con melatonina previamente a la
refrigeracion directa a 5 °C. La melatonina se disolvié en dimetilsulféxido (DMSO) y PBS y se afiadi6 a
las muestras para conseguir unas concentraciones finales de 100 pM, 10 nM y 1 uM,
respectivamente. La concentracién final de DMSO en todas las muestras fue del 0,1 %. También se
sometid a esta refrigeracion a un grupo control incubado con la misma concentracién de DMSO para
tener en cuenta un posible efecto téxico de dicho compuesto, si bien, a tan baja concentracién no se
ha descrito dafio para los espermatozoides. Este disefio experimental planteado se muestra en la
Figura 3.
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Figura 3. Disefio del experimento principal de este trabajo.

4.2. EVALUACION DE LAS MUESTRAS ESPERMATICAS

4.2.1. Calculo de la concentracion espermatica

La determinacién de la concentracion de las muestras espermaticas obtenidas tras el swim-
up se calculé por duplicado usando una cdmara de Neubauer (Marienfeld, Germany), tras una
dilucién 1/100 con agua. Se colocd una gota de 6 pl en la camara y se observd con objetivo 10x en
un microscopio de contraste de fases. Se contaron las células existentes en 16 cuadriculas de la
camaray se aplicé la férmula:

C= n2 espermatozoides contados x 10* ml x espermatozoides/ml

dilucion
4.2.2. Andlisis de la motilidad espermatica

La determinacién de la motilidad espermatica se realizé utilizando un sistema automatizado
de andlisis espermatico conectado a un ordenador (CASA, computer assisted semen analysis),
concretamente el ISAS 1.0.4 (Integrated Semen Analysis System. Proiser SL, Valencia, Espaia). Las
muestras obtenidas tras el swim-up se diluyeron 1:10 en medio bifase compuesto por sacarosa 0,25
M, EGTA 0,1 mM, fosfato sédico 4 mM, y tampdn HEPES 10X (Glucosa 50 mM, HEPES 100 mM, KOH
20 mM) 10 % (v/v).

Se colocd una gota de la dilucidn en un portaobjetos y se observd con objetivo 10x en un
microscopio con contraste de fases, a través de un monitor de ordenador, utilizando el programa
ISAS. Se analizaron al menos cinco campos por gota y un minimo de dos gotas por muestra. El
programa es capaz de integrar las imagenes captadas mostrando la trayectoria de los
espermatozoides y clasificdndolos en funcidon de su movimiento en estaticos y métiles (lentos,
medios y rapidos). Ademas proporciona valores de motilidad total (MT) (% de espermatozoides
motiles) y motilidad progresiva (MP) (% de espermatozoides que se mueven siguiendo una
trayectoria recta), asi como numerosos parametros cinéticos, algunos de ellos descritos en el
apartado siguiente.

4.2.2.1. Evaluacion de la hiperactivacidon espermatica

Para profundizar mas en los cambios en el patrén de movimiento asociados con el frio se
decidié analizar, usando igualmente la informaciéon proporcionada por el programa CASA, el
porcentaje de espermatozoides hiperactivados. La hiperactivacion flagelar es un cambio en el patrdn
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de movimiento caracterizado por una menor linealidad y una mayor amplitud del desplazamiento
lateral de la cabeza que proporciona una mayor posibilidad de interaccidén con el ovocito.

Se determind el porcentaje de espermatozoides hiperactivados en las diferentes muestras
espermaticas al finalizar el swim-up, y tras refrigerar las muestras sin (control) y con diferentes dosis
de melatonina (100 pM, 10 nM, 1 uM). Se realizé teniendo en cuenta dos parametros cinéticos de
los espermatozoides matiles en base a resultados previos de nuestro grupo de investigacion (Colas et
al., 2010): LIN (indice de linealidad) y ALH (amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza). Los
espermatozoides se consideraron hiperactivados cuando mostraron un valor de LIN £ 45 % y de ALH
23,5 um.

4.2.3. Evaluacion de la integridad de la membrana plasmatica

La integridad de la membrana espermdtica se valoré6 mediante el método descrito por
Harrison and Vickers (Harrison and Vickers, 1990), conocido como método del ioduro de
propidio/diacetato de carboxifluoresceina (PI/CFDA). Esta técnica se basa en la distinta coloracion
(fluorescencia) que presentan los espermatozoides tras su incubacidon con estos dos colorantes, en
funcién de su viabilidad, entendida ésta como integridad de membrana. Se consideraron viables los
espermatozoides tefiidos de color verde ya que ello implicaba que su membrana estaba integra al
presentar impermeabilidad al ioduro de propidio y capacidad de hidrolizar, mediante esterasas, el
diacetato de carboxifluoresceina, que es incoloro, a carboxifluoresceina, lo cual da como resultado el
color verde. Los espermatozoides con coloracidn roja se consideraron inviables, ya que la membrana
dafiada es permeable al ioduro de propidio, el cual penetra en el interior de la célula, se une al ADN,
y le proporciona el color rojo.

La muestras se diluyeron 1:60 en medio bifase y se tifieron con diacetato de
carboxifluoresceina (10 uM en DMSO) y ioduro de propidio (7,3 uM en agua destilada), tras previa
adicién de formaldehido 1,7 mM para la inmovilizacién de las células con objeto de lograr una mejor
observacién. Seguidamente las muestras se incubaron en estufa y en oscuridad a 37 °C durante 15 minutos.

Las muestras se analizaron con un citometro de flujo FC 500 (Beckman Coulter, Fullerton,
CA), que usa un laser de argdn a 488 nm. La fluorescencia se detecté utilizando los filtros FL1-525 + 5
nm (para CFDA) y FL4-675 £ 5 nm (para PI). Se contaron un total de 20.000 eventos, con una media
de 500-1.000 eventos/segundo, y se diferenciaron espermatozoides PI-/CFDA+ (con membrana
intacta) y espermatozoides Pl+ (con membrana danada).

1%° N1 N2 Membrana dainada
10275
o 3
S 1]
s 10
- ]
10”—;
- i
7 Membrana intacta
A) B) L L | Illll?m T ....?0'1 T Illll?@ T N T TN ‘}'i
FL1 Log

Figura 4. A) Doble tincion de los espermatozoides ovinos con yoduro de propidio y carboxifluoresceina como se
observaria con microscopia de fluorescencia en filtro B-2A (filtro de excitacién 450-490 nm) y G-2A (filtro de
excitacion 510-560 nm) y 400x. B) Diagrama representativo de la integridad de membrana evaluada por
citometria de flujo, utilizando los fotodetectores FL1 y FL4.
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4.2.4. Determinacidn del estado de capacitacidn

424.1. Tincién con clorotetraciclina

La clorotetraciclina (CTC) es un antibidtico que al penetrar en la célula espermatica, se une al
calcio libre y da lugar a patrones caracteristicos de tincién en funcién de la distribucién intracelular
de ese catidn. Dependiendo de los diferentes estados fisioldgicos del espermatozoide, existen
diferentes patrones de fluorescencia que permiten hacer una diferenciacion entre células no
capacitadas, capacitadas y reaccionadas (Gillan et al., 1997). En este estudid se utilizd una versién
modificada del ensayo descrito por Ward and Storey (Ward and Storey, 1984) y validada para semen
ovino por nuestro grupo de investigacion (Grasa et al., 2006).

La solucidn de clorotetraciclina se prepard el mismo dia del experimento a una concentracion
750 UM en una solucién tampdn que contenia Tris 20 mM, NaCl 130 mM vy cisteina 5 uM, se pasé por
un filtro de 0,22 um (Millipore Ibérica, Madrid, Spain) y se ajusté el pH a 7,8.

Para realizar la tincién se mezclaron 18ul de cada muestra (diluidas a una concentracién de
8x10’ células/ml en medio bifase) y 20 ul de la solucién de CTC y se fijaron con 5 ul de una solucién
de paraformaldehido (paraformaldehido al 1,25% (p/v) en tampdn Tris-HCl 0,5M, pH 7,4). Se
depositd una gota de 6 ul de cada muestra en un portaobjetos y se le afiadieron 4 ul de DABCO
(antifadding, Sigma Chemical Co., Madrid, Spain) para conservar la fluorescencia; se colocé el
cubreobjetos y se selld la preparacidn con esmalte transparente, siempre realizando los procesos
protegidos de la luz.

Figura 5. Espermatozoides ovinos tefiidos con CTC y visualizados con microscopia de fluorescencia filtro V-2A y
1000x. Se pueden distinguir espermatozoides no capacitados (NC), capacitados (C), y reaccionados (R).

Se observd con un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E-400) equipado con un filtro
V-2A (filtro de 420-490 nm de excitacién y 510 nm de emisién) y usando objetivo de inmersién con
aumento 100x, se evaluaron unos 200 espermatozoides. Se distinguieron tres tipos distintos segun el
patrdn de tincion (Fig. 5): no capacitados (NC, distribucion de la fluorescencia en la cabeza, con o sin
una banda ecuatorial brillante), capacitados (C, con fluorescencia en la porcién anterior de la cabeza)
y células con el acrosoma reaccionado (AR, sin fluorescencia en la cabeza).

4.2.4.2. Deteccidon de la fosforilacion de residuos de tirosina de las proteinas de
membrana espermaticas

Extraccidn de proteinas espermaticas

Se procedid a extraer las proteinas de membrana, por el método descrito por Colas y col.
(Colas et al., 2008). A 80 pl de cada muestra conteniendo 1,6 x 10% células/ml se les afiadieron 100 pl
del medio de extraccion (ESB, Extraction Sample Buffer), compuesto por 2 % de SDS (dodecil sulfato
sédico, p/v), TRIS-HCI 0,0626 mM (pH 6,8), 0,002 % de azul de bromofenol diluido en glicerol al 10 %
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(siendo la concentracién final de glicerol del 1 %), e inhibidores de proteasas y fosfatasas (Sigma
Chemical Co., Madrid, Spain).

La mezcla se incubd inmediatamente durante 5 minutos a 100 °C en bafio de arena. Después
se centrifugd a 15000 xg 5 minutos, a temperatura ambiente y se recogié el sobrenadante,
desechando el precipitado formado. Finalmente, se afiladieron 2-mercaptoetanol y glicerol, a una
concentracién final del 5 % y el 1 %, respectivamente, y los lisados se almacenaron a -20 °C hasta su
posterior analisis.

SDS-PAGE e inmunoblotting

Las proteinas se separaron en una dimension siguiendo el método Laemmli (Laemmli, 1970),
utilizando patrones de comparacién de pesos moleculares, de 10 a 250 kDa (Sigmamarker, Sigma). Se
utilizaron geles de acrilamida del 10 % y las condiciones de electroforesis fueron 130 V durante 90
minutos, a 4 ° C. Una vez separadas las proteinas, fueron transferidas a una membrana de
Immobilon-P (Millipore, Bedford, MA, USA), utilizando una unidad de transferencia en humedo,
modelo Mini-Protean 3 Cell y el mddulo Mini Trans-Blot® de BioRad.

Una vez realizada la transferencia de las proteinas, los sitios no especificos de las
membranas se bloguearon incubdndolas 1 hora con 5 % BSA (w/v), a temperatura ambiente en un
tampon fosfato salino (NaCl 3,13 g/I, KCI 0,2 g/I, Na,HPO, 1,44 g/|, KH,PO, 0,24 g/I, y Tween-20 0,5 %,
pH 7,4).

La deteccidon de la fosforilacion de tirosinas de las proteinas de membrana se realizé a
través de la incubacién de las membranas durante toda la noche a 4 °C con el anticuerpo primario
monoclonal anti-fosfotirosinas (clone 4G10® Millipore #05-321), diluido 1/1000 en 0,1 PBS Tween-20
con 1 % BSA. Tras realizar tres lavados de 10 minutos de duracion con 0,1 % PBS Tween-20, las
membranas se incubaron con el anticuerpo secundario (IRDye® 800CW Donkey anti-Mouse) diluido
1/15000, durante 1 hora y 15 minutos temperatura ambiente en semioscuridad. Finalmente, las
membranas se escanearon utilizando el Odissey Clx (Li-Cor Biosciences). Ademads las membranas se
tineron con azul Coomassie durante 30 minutos y se destifieron con 30 % de metanoly con 10 % de
acido acético durante toda la noche, para poder verificar que la transferencia se habia producido
correctamente.

4.2.5. Determinacion de parametros apoptaticos

4.2,5.1. Determinacion de la inversion de fosfatidilserina

La fosfatidilserina (FS) es un fosfolipido que normalmente se encuentra en la cara interna de
la membrana plasmatica, pero en procesos apoptdticos se transloca a la cara externa para que la
célula sea reconocida por los fagocitos y asi ser eliminada. Para evaluar este evento, nos basamos en
el uso de la anexina (Annex). La anexina es una proteina con alta afinidad por la FS y que puede
obtenerse de forma comercial unida a cualquier colorante fluorescente para su deteccién, usando un
microscopio de fluorescencia o un citdmetro de flujo. En este trabajo se usd Annexin V, Fluorescein
Conjugate (Life technologies), que marca a las células con inversidn de FS con fluorescencia verde,
junto con ioduro de propidio (PI), que permite diferenciar a la vez las células con membrana integra
de las que tienen la membrana dafiada (fluorescencia roja).

Asi podemos distinguir cuatro diferentes poblaciones en nuestra muestra: Anex+/Pl+ (células con
inversion de FS y membrana dafiada), Anex+/Pl- (FS invertida pero membrana intacta), Anex-/Pl+ (sin
inversion de FS, pero la membrana esté dafiada) y Anex-/PI- (sin inversion de FS y membrana intacta).

Se diluyé la muestra en el tampdn proporcionado por la casa comercial (Binding Buffer
Apoptosis Detection Kit, Life technologies) hasta alcanzar una concentracion de 4 x 10° células/ml y
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posteriormente se incubaron a 37 °C en oscuridad durante 15 minutos con Annexin V y Pl. Para
analizarlas mediante citometria de flujo, se utilizaron los filtros FL1-525 + 5 nm (para Anex) y FL4-675
+ 5 nm (para IP).

10°
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29.3% Anex+/Pl+
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FL4 Log

10°

e

FL1 Log
Figura 6. Diagrama representativo de la inversidn de fosfatidilserina en la membrana evaluada por citometria
de flujo, utilizando los fotodetectores FL1 y FL4.

4.2.5.2. Deteccion de dafio en el ADN

La fragmentacién del ADN se considera otro signo de apoptosis celular. En este trabajo esa
fragmentacion se evalué mediante la técnica TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
d-UTP nick end labelling), usando el kit comercial In situ cell death detection kit, fluorescein, de
ROCHE. Esta tincién esta basada en la utilizacidén de la enzima TdT que anade nucleétidos unidos a
fluoresceina a los extremos 3’ libres del ADN fragmentado.

Para ello se tomaron alicuotas de las diferentes muestras y se diluyeron con PBS, hasta una
concentracidn final de 4x10” células/ml (en un volumen de 100 pl). Posteriormente se afiadié 100 pl
de solucién de fijacion (PBS al 4% de paraformaldehido) y se incubaron las muestras durante 1 hora
en movimiento (rueda de incubacion) a temperatura ambiente (20-25 °C). A continuacién se lavaron
2 veces con PBS (600 xg, 10 min.) y se incubaron con solucion de permeabilizacion (0,1% de Tritén X-
100, 0,1 % de citrato sédico) durante 2 minutos a 4 °C. Se volvieron a realizar dos lavados con PBS
(600 xg, 10 min.) y se afnadid la mezcla de reaccidn proporcionada por la casa comercial. Se incubé
durante 1 hora a 37 °C en oscuridad (rueda de incubacidn) y se lavaron 2 veces con PBS (600 xg, 10
min.). Finalmente se evaluaron las muestras por citometria de flujo utilizando el filtro FL1-525 + 5
nm. Dicha evaluacién diferencia dos posibles poblaciones de espermatozoides: TUNEL+ (tienen DNA
fragmentado) y TUNEL- (DNA intacto).
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79.1% 20.9%
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Figura 7. Diagrama representativo de la fragmentacion del ADN, evaluado mediante citometria de flujo,
empleando el fotodetector FL1.
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4.2.5.3. Determinacidn de la actividad caspasa

Las caspasas (Casp) son proteasas intracelulares implicadas en el proceso de apoptosis. Para
la determinacion de la actividad de caspasas se utilizo el kit Vibrant® FAM™ Caspase-3 y -7 Assay
(Invitrogen), que estd basado en el la metodologia FLICA® (fluorescent inhibitor of caspases, o
inhibidor fluorescente de las caspasas). El compuesto inhibidor de caspasas que emplea este kit se
denomina FAM-DEVD-FMK, tiene fluorescencia verde y se une covalente e irreversiblemente por el
péptido D-E-V-D a las cisteinas reactivas de las caspasas 3 y 7 activas, inhibiendo la actividad
enzimatica de las éstas. El compuesto que reacciona con las caspasas queda retenido en las células y
la sefal fluorescente verde es una medida directa de la cantidad de caspasas 3 y 7 activas presentes
en la célula en el momento que se afiadié el reactivo.

Se diluyeron las muestras en PBS hasta una concentracién de 3x10° células/ml y, siguiendo el
protocolo indicado por la casa comercial, se afiadieron 3 pl de la solucidn de tincién y se incubaron
las muestras durante 1 hora en estufa a 39 °Cy 5 % CO,, protegiéndolas de la luz. Posteriormente se
realizaron dos lavados con el tampdn de lavado suministrado por el kit, (600 xg/ 8 minutos/ T2
ambiente), resuspendiendo finalmente el precipitado en el tampdn. Las muestras se analizaron por
citometria usando el filtro FL1-525 + 5 nm, obteniendo dos posibles poblaciones: Casp- 6 Casp+.

FL4 Log
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Figura 8. Diagrama representativo de la actividad caspasa, evaluado mediante citometria de flujo, empleando
el fotodetector FL1.

4.3.  ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se muestran como la media * error estandar del nimero de experimentos (n)
indicado en cada caso. Los analisis estadisticos se llevaron a cabo a través del software GraphPad
InStat (3.01; San Diego, CA, USA). Se realizé el analisis estadistico x2 comparando todas las muestras
para determinar si existian diferencias significativas en la motilidad, en el estado de capacitacion, en
la integridad de membrana y los marcadores apoptéticos.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados obtenidos en este trabajo se agrupan en dos apartados, el primero incluye los

relativos a la comparacién de los efectos de los distintos tratamientos térmicos sobre los
espermatozoides, y el segundo agrupa a los referentes al efecto de la melatonina sobre
espermatozoides refrigerados a 5 °C directamente.

5.1. ANALISIS COMPARATIVO DEL EFECTO DE DISTINTOS TRATAMIENTOS TERMICOS DE
DESCENSO DE TEMPERATURA SOBRE LA FUNCIONALIDAD ESPERMATICA

En esta primera parte se analizaron las alteraciones provocadas en los espermatozoides
ovinos por diferentes tratamientos térmicos de descenso de temperatura con el fin de seleccionar el
mas adecuado para el desarrollo del objetivo principal del trabajo.

Como se puede observar en la Tabla 1, el descenso controlado de la temperatura (-0,2
9C/min) hasta 15 °C, que es la utilizada habitualmente para el mantenimiento de las dosis seminales
en los centros de inseminacién artificial ovina, no dio lugar a un descenso notable de los pardmetros
de funcionalidad espermatica analizados (15 °C RT vs. swim-up), a excepcion del estado de
capacitacién, ya que se produjo un descenso significativo (P<0,01) del porcentaje de
espermatozoides no capacitados, lo que conlleva un mayor porcentaje de espermatozoides
capacitados. Por tanto, se puede afirmar que el descenso de la temperatura de manera controlada
hasta 15 °C desencadena el proceso de criocapacitacion en los espermatozoides ovinos.

Tabla 1. Efecto de diferentes tratamientos térmicos de descenso de temperatura sobre la funcionalidad
espermatica de una muestra seleccionada (swim-up). La refrigeracion se llevd a cabo desde 25 °C hasta 156 5
°C, directamente o siguiendo una rampa de descenso de temperatura controlada (RT= rampa de temperatura:
-0,2 °C/min).

78,2+4,38 77,1+4,8 73,816 70,5+5,3 70,445

30,4+4,1 24,2 +7,8* 36,6 + 8,6 28,8+6,3 9,1+7,8%**
76,1+4,0 76,0+1,3 70,6 £3,4 59,0 £ 8,0** 26,6 £2,2%**
87,2+6,6 97,0+1,0 62,0 64,1+7,5***  64,3+16,0%**

63,11+4,6 74,0+1,0 38,9+6,2***  38,0+9,3%** 39,9 + 16,2***
61,5+9,3 52,5+15,5*%* 56,8 £ 7,0** 25,5 £ 5,0%** 32,2 £2,2%**
Valores (%) de espermatozoides: métiles totales (M.T.), métiles progresivos (M.P.), con membrana integra
(viabilidad), sin caspasas activas (Casp-), sin inversion de fosfatidilserina (Anex-), no capacitados (segun tincidn
con CTC).

Valores medios * error estandar (n=8 para swim-up y n=3-4 para los distintos tratamientos). Se muestran solo
las diferencias significativas con respecto al swim-up: * P<0,05; ** P<0,01; *** P < 0,001.

Cuando se aplicd la misma rampa de descenso de temperatura, pero prolongando la
refrigeracion hasta los 5 °C, que es la temperatura a la que normalmente se enfrian las muestras
previamente a su congelacién, tampoco se afecté de manera importante la motilidad de los
espermatozoides, ni su integridad de membrana. En cuanto al estado de capacitacién valorado por
tincion con CTC, también disminuyeron los espermatozoides no capacitados, observandose
diferencias del mismo grado de significacion que en el caso anterior (Tabla 1; 5 °C RT vs. swim-up). El
porcentaje de espermatozoides sin marcadores apoptéticos disminuyd, tanto aquellos sin inversion
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de fosfatidilserina (FS) (63,1 £ 4,6 en swim-up vs. 38,9 = 6,2 en 5 °C RT, P<0,001) como aquellos sin
caspasas activas (87,2 + 6,5 en swim-up vs. 62 en 5 °C RT), con respecto a la muestra sin refrigerar.

Sin embargo, cuando el descenso de temperatura fue mads brusco, y se refrigeraron las
muestras directamente a 15 6 a 5 °C sin usar un bafio de agua programable, la disminucién en los
parametros de funcionalidad espermatica fue mucho mas acusada (Tabla 1). De este modo, la
refrigeracion rapida hasta 15 °C, aunque no disminuyd de forma ostensible la motilidad espermatica,
si afectdé en mayor grado a la integridad de membrana (59,0 = 8,0 vs. 76,1 + 4,0 en la muestra sin
refrigerar) y especialmente al estado de capacitacidn. Asi, el porcentaje de espermatozoides no
capacitados disminuyd desde un 61,5 + 9,3 % en la muestra sin refrigerar hasta un 25,5+ 5,0 % en la
muestra refrigerada, siendo este descenso altamente significativo (P<0,001).

En cuanto al resto de los pardmetros, disminuyd el porcentaje de células sin caspasas activas,
asi como las que no presentaban translocacién de FS en la membrana, es decir, aumentaron las
células con marcadores apoptéticos. Este descenso fue muy similar al provocado por la bajada brusca
de temperatura hasta 5°C (32,2 + 2,2, 64,3 + 16 y 39,9 + 16,2 para espermatozoides no capacitados,
sin caspasas activas y sin inversion de FS respectivamente). Sin embargo, este ultimo tratamiento
también redujo de forma muy acusada la motilidad progresiva (9,1 + 7,8 vs. 30,4 £ 4,1 en la muestra
sin refrigerar) y la integridad de membrana (26,6 + 2,2 vs. 76,1 + 4,0 en la muestra sin refrigerar).

En general, si se comparan los resultados obtenidos, se puede concluir que los tratamientos
de descenso controlado de temperatura, alin cuando ésta alcanza los 5 °C, causan menos dafio en las
células que los tratamientos de refrigeracion directa, incluso cuando éstos se producen a
temperaturas mas elevada (15 °C).

En resumen, el descenso brusco de la temperatura hasta 5 °C manifiesta dafios asociados al
frio a todos los niveles: integridad de membrana, motilidad, grado de capacitacién y marcadores
apoptéticos. A la vista de estos resultados se decidid escoger este ultimo tratamiento, que afecta de
forma importante a todos los parametros de funcionalidad espermatica, para investigar el posible
efecto protector de la melatonina en muestras refrigeradas.

5.2. EFECTO DE LA ADICION PREVIA DE DIFERENTES DOSIS DE MELATONINA SOBRE
ESPERMATOZOIDES SOMETIDOS A REFRIGERACION

En esta parte del trabajo se estudié del efecto de diferentes dosis de melatonina
(concentracion final de 100 pM, 10 nM ¢ 1 uM) anadidas a los espermatozoides ovinos antes de ser
refrigerados de forma brusca hasta 5 °C (sin rampa de temperatura controlada). Se evaluaron los
cambios en la motilidad (total y progresiva), la hiperactivacion espermatica, la integridad de
membrana, el estado de capacitacion por tincién con CTC y mediante Western Blot de fosfotirosinas,
y ademds de los marcadores apoptdticos analizados en los experimentos previos, se determiné el
dafio en el ADN mediante la técnica TUNEL.

Como se ha descrito en el apartado anterior, la motilidad, tanto total como progresiva, fue el
parametro que resultdé menos afectado tras la refrigeracion, no obstante, al realizar el experimento
un mayor numero de veces se pudieron observar diferencias significativas (P<0,001) al comparar las
muestras refrigeradas con la muestra de swim-up. Pero la adicidn previa de melatonina no produjo
diferencias significativas con la muestra refrigerada control, a ninguna de las concentraciones
ensayadas (Fig. 9).
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Figura 9. Porcentaje de espermatozoides con motilidad total y progresiva en muestras sin refrigerar (swim-up)
y refrigeradas sin (control) o con diferentes dosis de melatonina (100 pM, 10 nM 6 1 uM) afadidas
previamente. Valores medios * error estandar (n=8). *** P<0,001 comparando con la muestra de swim-up.

En la Figura 10 se observa que el porcentaje de espermatozoides hiperactivados antes y
después de la refrigeracién con o sin melatonina es similar. Curiosamente, en la muestra refrigerada
con melatonina 1 uM se pudo observar un ligero aumento de la hiperactivacidn flagelar, aunque sin
diferencias estadisticamente significativas. Estos resultados no coinciden con los esperados, ya que,
como se ha comentado, la hiperactivacidn flagelar es uno de los eventos asociados a la capacitacién
en la mayoria de las especies, y el frio provoca un proceso similar denominado criocapacitacién. Sin
embargo, aunque ambos procesos (hiperactivacion y capacitacién por frio) comparten elementos
comunes, parece ser que la activacion de éstos pueden ocurrir de manera independiente (Suarez,
2008).
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Figura 10. Porcentaje de espermatozoides hiperactivados en las muestras sin refrigerar (swim-up) y
refrigeradas sin (control) o con diferentes dosis de melatonina (100 pM, 10 nM & 1 uM) afiadidas previamente.
Valores medios * error estandar (n=8).

Para poder tener una idea mas detallada de este proceso de hiperactivacidn seria necesario
analizar de forma mas profunda todas las subpoblaciones de las muestras mediante un analisis de
componentes principales (PCA) como el que nuestro grupo estd empezado a utilizar en el estudio de
la motilidad espermatica. También se podria recurrir a otros métodos de analisis como la medicidn
de la curvatura en diferentes puntos a lo largo del flagelo de cada espermatozoide de la muestra
(Yanagimachi, 1994; Ohmuro and Ishijima, 2006).
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El descenso en la integridad de membrana producido por la refrigeracién a 5 °C (Fig. 11), fue
mas acusado que en la motilidad, como se habia observado anteriormente, pero la melatonina, a
ninguna de las concentraciones usadas, es capaz de proteger frente a este dafio por frio, ya que los
valores de integridad de membrana no presentan diferencias significativas con respecto a la muestra

refrigerada sin melatonina.

Integridad de membrana
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Figura 11. Porcentaje de espermatozoides con membrana integra en muestras sin refrigerar (swim-up) y
refrigeradas sin (control) o con diferentes dosis de melatonina (100 pM, 10 nM 6 1 uM) afadidas previamente.
Valores medios + error estandar (n=8). *** P<0,001 comparando con la muestra de swim-up.

Sin embargo, cuando se evalud el estado de capacitacion mediante la tincidon con CTC, si se
observaron diferencias significativas (P<0,05) entre las muestras refrigeradas con y sin melatonina
(Fig. 12). Concretamente, la adicion de melatonina a una concentracion final de 100 pM y 10 nM
antes de la refrigeracidn, dio como resultado un mayor porcentaje de espermatozoides no
capacitados en comparacion con la muestra refrigerada control. Estos resultados sugeririan que esta
hormona podria tener cierto efecto protector contra la criocapacitacion o capacitacidon prematura

asociada al frio.
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Figura 12. Porcentaje de espermatozoides no capacitados en muestras sin refrigerar (swim-up) y refrigeradas
sin (control) o con diferentes dosis de melatonina (100 pM, 10 nM é 1 uM) afadidas previamente. Valores
medios * error estandar (n=8). *** P<0,001 comparando con la muestra de swim-up, #P<0,05 comparando con
la muestra control.

Curiosamente, cuando se evaluaron los niveles de fosfotirosinas por Western Blot (Fig. 13),
no se apreciaron diferencias entre muestras, ni siquiera entre la muestra antes (swim-up) y después
de refrigerar, por lo que se puede plantear la hipdtesis de que este tipo de tratamiento térmico
induce la criocapacitacién por otro mecanismo que no implica la fosforilacién en residuos de tirosina,
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0 provoca un tipo de desorganizacién a nivel de membrana y cambios en la distribucidn intracelular
del calcio semejantes a los que se producen durante el proceso de capacitacién in vitro pero no llega
a producir otros cambios asociados. No obstante habria que repetir este experimento un mayor
namero de veces y llevar a cabo una cuantificacién densitométrica para obtener resultados
concluyentes.

Figura 13. Western Blot con anticuerpos anti-fosfotirosina de proteinas extraidas de espermatozoides,
representativo de los obtenidos. PM = marcador de pesos moleculares de 10 a 250 kDa; 1 = muestra sin
refrigerar (swim-up); 2 = muestra refrigerada sin melatonina (control); 3, 4 y 5 = muestras incubadas con 100
pM (3), 10 nM (4) y 1 uM (5) de melatonina previamente a la refrigeracion.

En cuanto a los marcadores apoptdticos se estudid la inversidon de FS, la fragmentacion del
ADN vy la activacion de caspasas.

En la Figura 14 se aprecia un minimo aumento de espermatozoides sin inversién de
fosfaridilserina en la poblacién tratada con melatonina 100 pM respecto a la poblacién refrigerada
sin melatonina (56,7 + 8,9 vs 52,9 £ 6,7 en el control), aunque esta mejora no es significativa.

Inversion de fosfatidilserina
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Figura 14. Porcentaje de espermatozoides sin inversion de fosfatidilserina (anexina -) en muestras sin
refrigerar (swim-up) y refrigeradas sin (control) o con diferentes dosis de melatonina (100 pM, 10 nM 6 1 uM)
afiadidas previamente. Valores medios + error estandar (n=5). *** P<0,001 comparando con la muestra de
swim-up, # P<0,05 comparando las muestras con diferentes dosis de melatonina entre si.

La fragmentacion del ADN, como se observa en la Figura 15, no experimenta un aumento
claro en espermatozoides sometidos al choque térmico por baja temperatura, sino que el porcentaje
de espermatozoides sin fragmentacion del ADN permanece constante con los tratamientos. Quiza el
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choque térmico sea tan corto en cuanto a duracién que apenas da tiempo a desencadenar los
mecanismos de dafio en el ADN por frio.
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Figura 15. Porcentaje de espermatozoides sin fragmentacion del ADN (TUNEL -) en muestras sin refrigerar
(swim-up) y refrigeradas (control) sin o con diferentes dosis de melatonina (100 pM, 10 nM 6 1 uM) afadidas
previamente. Valores medios * error estandar (n=8).

La activacion de las caspasas desencadenantes del proceso de apoptosis es un hecho
confirmado cuando los espermatozoides son expuestos al frio (Martin et al., 2004), y asi se pudo
comprobar en este trabajo, ya que se produce un descenso significativo (P<0,001) del porcentaje de
espermatozoides sin actividad caspasa tras la refrigeracion, lo que significa un aumento de este
marcador apoptdtico (Fig. 16). Las poblaciones de espermatozoides tratadas con melatonina a
concentracion final de 100 pM y 10 nM experimentan una menor activacidon de las caspasas con
respecto a la poblacién refrigerada sin melatonina (control) aunque las diferencias no son
significativas. Si se observaron diferencias significativas (P<0,01) al comparar ambas dosis de
melatonina con la de 1 uM.
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Figura 16. Porcentaje de espermatozoides sin caspasas activas (caspasa -) en muestras sin refrigerar (swim-up)
y refrigeradas sin (control) o con diferentes dosis de melatonina (100 pM, 10 nM é 1 uM) afiadidas
previamente. Valores medios * error estandar (n=8). *** P<0,001 comparando con la muestra de swim-up,

## P<0,001 comparando las muestras con diferentes dosis de melatonina entre si.

Si comparamos de forma global los resultados del estado de capacitacion, inversion de
fosfatidilserina y activacién de caspasas, podemos considerar que, aunque no sea siempre
estadisticamente significativo, las concentraciones de melatonina mas bajas protegen de los efectos
del frio en mayor medida que la m3s alta.
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6. CONCLUSIONES

Las conclusiones que se pueden extraer de este trabajo son las que se enumeran a

continuacion:

1)

2)

3)

4)

5)

El descenso controlado de temperatura hasta 15 °C no produce alteracién notable de la
funcionalidad espermatica, segun los parametros analizados.

El descenso brusco de temperatura hasta 15 °C causa mayor disminucion en los parametros
de funcionalidad espermatica que el descenso controlado hasta 5 °C.

El descenso brusco de temperatura a 5 °C provoca una disminucion de la integridad de
membrana y de la motilidad progresiva y un aumento en el porcentaje de espermatozoides
capacitados y con marcadores apoptéticos, excepto aquellos con dafio en el ADN.

La melatonina, afiadida a una concentracidn de 100 pM o de 10 nM antes de la refrigeracion,
disminuye de manera significativa alguno de los eventos relacionados con la capacitacion
provocada por el frio, como la distribucién intracelular del calcio evaluada por tinciéon con
clorotetraciclina.

La melatonina, a dosis bajas (100 pM), disminuye el porcentaje de espermatozoides con
marcadores apoptoéticos como la inversién de fosfatidilserina y la actividad de caspasas, si
bien este descenso no es significativo.

CONCLUSIONS

1)

2)

3)

4)

5)

The conclusions that can be drawn from this work are listed below:

Controlled decrease of temperature up to 15 °C does not produce noticeable alteration in
sperm functionality, according to the parameters analyzed.

An abrupt drop in temperature to 15 °C causes further decrease on sperm functionality
parameters than controlled decrease to 5 °C.

A sharp drop in temperature to 5 °C causes a decrease on membrane integrity and motility,
and an increase on the percentage of capacitated spermatozoa and apoptotic markers,
except those with DNA damage.

Melatonin, in a concentration of 100 pM or 10 nM added before refrigeration, significantly
reduces some of the events related to cryocapacitation such as intracellular calcium
distribution evaluated by CTC.

Melatonin, at low doses (100 pM), decreases the percentage of sperm with apoptotic
markers as phosphatidylserine translocation and caspase activity, although this decrease is
not significant statistically.
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