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1. RESUMEN

La progesterona (PG) es una hormona fundamental en la reproduccién de los mamiferos que
regula la expresidon génica del eje hipotalamo-hipofisario-gonadal por medio de receptores
nucleares. Esta presente en el tracto reproductor femenino, y dado que, el espermatozoide
presenta receptores para esta hormona en la membrana plasmatica, se ha especulado que la
PG ademas, podria regular la funcionalidad espermatica por medio de rapidas acciones no
gendmicas. Entre estas acciones podria incluirse el control de la capacitacién, que es el
conjunto de cambios que sufre el espermatozoide en el tracto reproductor femenino y que le
confieren capacidad fecundante. Asimismo, también podria influir en la capacidad de guiar al
espermatozoide hacia el ovocito, esencial para el éxito de la fecundacién. Hasta la fecha no
hay estudios sobre el efecto de la PG en la funcionalidad y en la orientacidon espermatica en la
especie ovina.

En consecuencia, el objetivo principal de este trabajo fue analizar el efecto de la PG sobre los
espermatozoides ovinos, determinando su influencia en la funcionalidad espermatica y su
capacidad quimioatrayente.

Para ello, se realizd un proceso de seleccidn espermatica in vitro mediante la técnica de swim-
up/dextrano afiadiendo PG a dosis 100 pM o 1 uM en la capa superior de recogida y evaluando
posteriormente el porcentaje de recuperacion celular y la funcionalidad de los
espermatozoides recuperados. Asimismo, se analizé la capacidad quimiotdctica de la PG, tanto
en espermatozoides frescos como sometidos a un proceso de capacitacién in vitro, utilizando
una camara de analisis de quimiotaxis y un software experimental desarrollado por el grupo.

Ambas dosis de PG ensayadas dieron lugar a un incremento estadisticamente significativo del
porcentaje de recuperacidn celular y de espermatozoides capacitados respecto al control, si
bien no tuvieron efecto en la motilidad, en el estado de la membrana plasmatica (integridad
de la misma y exposicién de fosfadidilserina) y la distribucion del receptor de la PG en la
superficie de los espermatozoides recuperados. Ademds, se demostré la capacidad
guimiotactica de la PG sobre espermatozoides ovinos capacitados in vitro.




ABSTRACT

Progesterone (PG) is an essential hormone in mammalian reproduction which regulates gene
expression of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis by nuclear receptors. Spermatozoa have
a PG receptor in the membrane and, as PG is present in the female reproductive tract, it has
been proposed that PG could regulate their functionality through rapid non genomic actions.
Among these actions, it could be included the control of capacitation, the changes undergone
by sperm in the female reproductive tract that enables them to fertilize the oocyte. Likewise,
PG could influence on spermatic guidance towards the oocyte, essential for the sperm-oocyte
binding. Up to now, there are not studies about the effect of PG on spermatic orientation or
functionality in ram sperm.

Therefore, the main aim of this project was to analyse the effect of PG on ram sperm: its
chemoattractant ability and its influence on spermatic functionality.

Thus, we carried out an in vitro sperm selection by a dextran/swim-up procedure in which we
included two different concentrations of PG, 100 pM or 1 uM, in the upper layer. Later, we
evaluated the cell recovery rate and the spermatic functionality. Aditionally, we analysed the
chemotactic ability of PG in fresh spermatozoa and in in vitro capacitated sperm with a
chemotaxis camera and an experimental software developed by our group.

Both PG concentrations resulted in a significantly higher cell recovery and capacitated sperm
rate than the swim-up control. Nevertheless, PG did not show any effect on sperm motility,
membrane integrity (integrity and phosphatidylserine exposure) or distribution of PG receptor
in the sperm membrane. Furthermore, it was demonstrated that PG is a chemoattractant for
ram sperm.
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2. INTRODUCCION

2.1. Progesterona y reproduccion

La progesterona (PG) es una hormona esteroidea que juega un papel fundamental en la
regulacién de los procesos reproductivos de los mamiferos. Su accién en las hembras de
mamiferos ha sido muy estudiada, y entre la variedad de acciones descritas destaca su papel
durante la fase luteal del ciclo estral asi como en la preparacion de la hembra para una posible
gestacién, facilitando la implantacién del embriéon. En cambio, la funcién de la PG en los
machos es menos conocida, si bien el interés ha aumentado en las ultimas décadas al
descubrirse que también desempefia un rol importante en la fertilidad masculina.

A nivel molecular, esta hormona esteroidea regula la expresidon génica del eje hipotalamo-
hipofisario-gonadal por medio de receptores nucleares. Ademas de esta accién gendmica, la
PG puede actuar de manera no-genédmica en varios tipos celulares dando lugar a distintas
respuestas en un corto intervalo de tiempo (Bishop et al. 2008).

La PG se sintetiza en los ovarios, glandulas adrenales y la placenta. En el tracto reproductor
femenino se encuentra en el fluido folicular y en las cercanias del ovocito (Wang et al. 2001). El
fluido folicular, que se libera al oviducto en el momento de la ovulacién, se estima que
contiene concentraciones del orden nanomolar de dicha hormona (Carson et al. 1981).
Ademas, las células del cumulus que rodean al ovocito secretan PG en concentraciones del
orden micromolar (Teves et al. 2006). Evidentemente, la concentracidon concreta de PG a lo
largo del tracto reproductor femenino es dificil de estimar debido a la influencia de distintos
factores como el momento del ciclo estral, el nimero de células del cumulus que rodean al
ovocito en el momento de la ovulacidn y la especie animal de que se trate, existiendo
probablemente un gradiente de concentracidon desde las proximidades del ovocito hasta las
regiones mas distales (Sagare-Patil et al. 2012).

Se ha postulado que la PG es capaz de regular de manera no gendmica la funcionalidad de los
espermatozoides puesto que son células transcripcionalmente inactivas y han de sufrir
cambios muy drasticos en un entorno en el que esta hormona, junto con otras moléculas, se
haya presente (Baldi et al. 2009).

La forma en la que la PG ejerce estas rdpidas acciones no-gendmicas sobre los
espermatozoides es todavia materia de discusidn. Podria ser a través de los mismos receptores
nucleares clasicos localizados en caveolas en la membrana plasmatica o bien mediante su
unién a receptores de membrana especificos, que podrian ser totalmente diferentes a los
clasicos (Baldi et al. 2009) (Fig. 2.1). Diferentes trabajos a lo largo de las ultimas décadas han
mostrado evidencias de un tipo u otro de receptores en espermatozoides de distintas especies
(Cheng et al. 1998; Sirivaidyapong et al. 2001; De Amicis et al. 2011; Rago et al. 2014) por lo
que parece factible la existencia de ambos. En la especie ovina, nuestro grupo ha evidenciado
recientemente la presencia de receptores de PG en espermatozoides (Gonzalez-Arto 2013).
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Figura 2.1. Mecanismos de accidn propuestos de la progesterona en el espermatozoide. A) Ruta
gendmica cldsica, B) Ruta no gendmica mediada por mensajeros secundarios mediante el receptor
nuclear clasico presente en caveolas (B1) o mediante un receptor de membrana diferente (B2), C) Ruta
independiente del receptor (No evidencia experimental) (Baldi et al. 2009).

2.2. Efectos de la progesterona en el espermatozoide

A lo largo del tracto reproductor femenino, el espermatozoide sufre una compleja serie de
eventos que le permite adquirir la capacidad fecundante. Este hecho, conocido como
capacitacién, implica cambios en la membrana plasmatica (Gadella et al. 2008), la distribucién
del calcio intracelular (Lishko et al. 2011) y la activacion de diferentes rutas de sefializacion
celular (Grasa et al. 2006). Al final del proceso de capacitacién el espermatozoide adquiere un
movimiento denominado hiperactivacidon y que se caracteriza por movimientos desordenados
de la cabeza y el flagelo para penetrar en el ovocito. Por ultimo, sufre la reaccién acrosémica,
un proceso de exocitosis que le permite penetrar en la zona pelucida del ovocito (Fig. 2.2).

Figura 2.2. Eventos del proceso de capacitacion. 1) Interaccion con células del endometrio. 2)
Capacitacion. 3) Hiperactivacidn. 4) Penetracidn a través de las células del cimulus 5) Unién a la zona
pellcida 6) Reaccidn acrosémica. 7) Fusion a la membrana del ovocito. 8) Reaccidn cortical y entrada del
nucleo espermatico en el ovocito (Baldi et al. 2009).




Existen numerosos estudios sobre el efecto in vitro de la PG en el espermatozoide en
diferentes especies de mamiferos, si bien no hay estudios apenas en la especie ovina.

Diferentes trabajos sugieren que la PG provoca la activacién de diferentes rutas de
sefializacion intracelular implicadas en los procesos anteriores. Entre ellas se encuentran la
generacion de AMP ciclico, la fosforilacién de residuos de tirosinas, la activacion de
fosfolipasas y el incremento de Ca* intracelular aunque no esta claro el mecanismo exacto de
accion (Baldi et al. 2009).

El espermatozoide necesita presentar una motilidad progresiva a lo largo del tracto
reproductor femenino para poder llegar hasta el ovocito. La PG en concentraciones del orden
nanomolar produce pequefias oscilaciones de Ca?* intracelular que provocan cambios en la
frecuencia de movimiento flagelar (Harper et al. 2004). Por otra parte, la incubacién con PG a
concentraciones 5-10 uM de espermatozoides capacitados in vitro previamente, provoca un
aumento de la motilidad progresiva en tiempos cortos (Sagare-Patil et al. 2012).

En cuanto al efecto de la PG en la viabilidad espermadtica, estudios recientes en la especie
porcina sugieren que la PG favorece la supervivencia espermatica a concentraciones entre 10y
100 nM (De Amicis et al. 2012). lgualmente, la PG influye en el metabolismo del
espermatozoide que le aporta la energia necesaria para llegar hasta el ovocito. Esta hormona
modula la actividad de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, enzima limitante en la ruta
de las pentosas fosfato (Rago et al. 2014).

En cuanto a la capacitacién espermatica, se ha descrito que la PG estimula capacitacién en la
especie humana aunque el efecto se produce a concentraciones altas de la hormona (1-30 uM)
que no se alcanzan en el fluido oviductal (Baldi et al. 2009). Ademas, tanto en la especie
humana (Sagare-Patil et al. 2012) como en ratén (Roldan et al. 1994), diferentes estudios in
vitro han mostrado que la PG es capaz de inducir el patrén de movimiento asociado a la
capacitacion (hiperactivacion) a concentraciones entre 3 y 5 uM. Sin embargo, en otras
especies como la equina (Neild et al. 2005) y la bovina (Therien et al. 2003) parece carecer de
este efecto inductor de la capacitacion.

No obstante, diferentes estudios han mostrado que la PG si estimula el proceso de reaccion
acrosomica puesto que potencia la unién del espermatozoide a las proteinas ZP, una familia de
glicoproteinas presentes en la capa externa del ovocito y principales inductoras de la reaccién
acrosémica en algunas especies (Neild et al. 2005; Witte et al. 2007). Recientemente, se ha
visto tanto en la especie humana (Lishko et al. 2011) como en ratén (Romarowski et al. 2016)
que la PG estimula un aumento de la concentracidn intracelular de Ca?* necesario para que
suceda la reaccidn acrosémica. El efecto de la PG en el espermatozoide ovino es desconocido
aunque en otras especies de mamiferos domésticos como la bovina, la equina, la porcina y la
canina induce la reaccion acrosémica dependiendo de la dosis (Witte et al. 2007).

Finalmente, en la especie ovina solo existe un estudio, el cual analiza la funcionalidad
espermatica tras la incubacidon con PG. Los resultados indican que la hormona no afecta a la
viabilidad del espermatozoide y disminuye la motilidad, asi como que la PG carece de efectos
capacitantes en esta especie. No obstante, este trabajo se llevd a cabo con espermatozoides
procedentes de muestras criopreservadas, y los propios autores apuntan a que el proceso de




criopreservacion pudo provocar la pérdida del receptor de PG de la membrana plasmatica
(Garcia-Alvarez et al. 2015).

2.3. Mecanismos de orientacién espermatica

En los mamiferos, la orientacidn espermdtica en el oviducto parece ser esencial para la llegada
con éxito al ovocito. Hasta la fecha, se han propuesto tres mecanismos diferentes, al menos en
la especie humana: termotaxis (Bahat et al. 2006), reotaxis (Miki et al. 2013) y quimiotaxis
(Armon et al. 2011) cada uno de los cuales es respuesta a un estimulo especifico: gradiente de
temperatura, flujo de fluido y gradiente de concentracion, respectivamente. Entre estos
mecanismos existen una serie de similitudes: solo son efectivos en espermatozoides
capacitados y en los tres casos parece ser necesaria la adquisicion del movimiento de
hiperactivacion (Perez-Cerezales et al. 2015). Tampoco hay que descartar que el movimiento
guiado hacia el ovocito se deba a una combinacidn de varios de esos mecanismos.

Asi, por una parte, se ha observado que en el lugar de fecundacién del ovocito, la temperatura
es de 1 a 2 °C mayor que en la entrada del oviducto, lo que permitiria al espermatozoide una
orientacién termotactica. Y por otro lado, se han postulado diferentes sustancias presentes en
el fluido folicular y/o secretadas por las células del cimulus que rodean al ovocito (Bahat et al.
2006) como quimiotrayentes para espermatozoides de distintas especies de mamiferos. Entre
las presentes en el fluido folicular se encuentran el péptido natriurético atrial (Zamir et al.
1993), la quimiocina RANTES (Isobe et al. 2002) y la PG (Teves et al. 2006). Sin embargo, es
poco probable que sustancias presentes en el fluido folicular sean las responsables de la
quimiotaxis in vivo porque para mantener el gradiente quimiotdctico se requeriria un
suministro continuo del quimioatrayente durante el periodo de supervivencia del ovocito, lo
que se contrapone al hecho de que el fluido folicular solo se libera en el momento de la
ovulacién (Perez-Cerezales et al. 2015). Por tanto, parece mas probable que la/s sustancia/s
quimioatrayente/s sea secretada por las células del cimulus, lo que también incluiria a la PG
entre los candidatos (Oren-Benaroya et al. 2008).

El papel quimiotactico de la PG en mamiferos ha sido profundamente debatido en las ultimas
décadas debido a la complejidad que presenta el estudio de tal mecanismo. Diversos estudios
demuestran esta accién quimioatrayente en la especie humana en concentraciones del orden
picomolar (Teves et al. 2006) y en concentraciones del orden nanomolar en conejo (Guidobaldi
et al. 2008). Sin embargo otros autores consideran que la PG sélo provoca una acumulacién
celular (Jaiswal et al. 1999).

Los mecanismos moleculares implicados en la acciéon quimiotactica de la PG no estan del todo
claros. En la especie humana se propone que el canal de membrana CatSper estaria
controlando la quimiotaxis del espermatozoide (Lishko et al. 2011). En la especie ovina, hasta
el momento, no existen estudios al respecto.




3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La PG es una hormona presente en el fluido folicular y en las cercanias del ovocito ya que es
secretada por las células del cumulus que lo rodean (Wang et al. 2001). Se ha descrito que
dicha hormona esteroidea puede actuar de manera no gendmica en varios tipos celulares
(Bishop et al. 2008) posiblemente a través de receptores de membrana. Recientemente, se ha
descrito en espermatozoides de la especie ovina la existencia de receptores de membrana
para la PG (Baldi et al. 2009).

Por otra parte, esta PG se encontraria formando un gradiente de concentracion desde las
proximidades del ovocito hasta regiones mas distales del tracto reproductor femenino (Sagare-
Patil et al. 2012), lo que podria desencadenar una respuesta de quimioatraccién en los
espermatozoides, y en consecuencia, guiarlos hacia el ovocito. Esta correcta orientacion
espermatica en respuesta a un estimulo es necesaria para el éxito de la fecundacidn. La accién
guimiotdctica de la PG se ha demostrado en espermatozoides de algunas especies de
mamiferos (Teves et al. 2006), pero hasta la fecha, no en ovino.

En vista a los antecedentes expuestos, la hipotesis que se plantea en este trabajo es que la PG,
por medio de receptores de membrana, activa procesos de orientacidn quimiotactica en el
espermatozoide ovino y ademas, regula la funcionalidad espermatica por medio de rapidas
acciones no genémicas.

Por consiguiente, los objetivos del presente trabajo fueron los siguientes:

1. Evaluar la influencia de la adicién de PG en el medio de recogida de un método de
separacion espermatica sobre el porcentaje de recuperacién celular, la funcionalidad
espermatica y la distribucién del receptor de PG en la superficie de los espermatozoides
recuperados.

2. Estudiar el posible efecto quimioatrayente de la PG sobre el espermatozoide ovino en
espermatozoides frescos y capacitados in vitro.




4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Obtencidon del semen

El semen se obtuvo a partir de moruecos adultos de raza Rasa Aragonesa, donados por ANGRA
(Asociacion Nacional de Ganaderos de Rasa Aragonesa) y estabulados en el Servicio de
Experimentacion Animal (SEA) de la Universidad de Zaragoza. La extraccion se realizé mediante
el método de vagina artificial y se obtuvieron dos eyaculados consecutivos de cada semental.

Si bien estudios previos de nuestro grupo de investigacién demostraron la mayor calidad del
segundo eyaculado frente al primero (Ollero et al. 1996), para llevar a cabo este trabajo se
mezclaron ambos eyaculados para disponer de suficiente cantidad de muestra. Con el objetivo
de eliminar las diferencias individuales, los eyaculados de los diferentes sementales también se
mezclaron entre si. Durante su transporte al laboratorio, se mantuvieron a 37 °C.

4.2. Efecto de la presencia de progesterona en el medio de recogida del swim-up

4.2.1. Separacion espermatica mediante el método swim-up/dextrano y disefio
experimental

El método de swim-up/dextrano es un método de separacidon espermitica que permite
seleccionar una poblacién con alta motilidad y viabilidad y eliminar el plasma seminal y restos
celulares de los eyaculados. Se basa en la capacidad de los espermatozoides de “nadar” desde
el eyaculado situado en el fondo de un tubo hacia la superficie atravesando una capa
intermedia rica en dextrano. La técnica estandar de swim-up (Berger et al. 1985) incluye
etapas de centrifugaciéon que perjudican la calidad del espermatozoide ovino. Por esta razon,
en este estudio se utilizé una variante de swim-up que no incluye este proceso, desarrollada
para la especie humana (Alvarez et al. 1993) y adaptada a la especie ovina por nuestro grupo
(Garcia-Lépez et al. 1996). El medio utilizado fue el MS (compuesto por NaCl 50 mM, KCl 10
mM, MgS0, 0,4 mM, K,HPO, 0,3 mM, CaCl, 2,7 mM, NaHCO; 4 mM, glucosa 2,8 mM, HEPESS
21 mM, piruvato sédico 0,3 mM, lactato sodico 18,6 mM y sacarosa 200 mM). Se afiadid
penicilina (1,5 Ul/ml) y estreptomicina (15 pg/ml) para evitar la contaminacién. El pH del
medio se ajusté a 6,5.

Se depositaron 0,5 ml de semen en el fondo de un tubo redondeado de 15 mm de didmetro, y
sobre la muestra, se afiadié una capa de 0,5 ml de medio MS-Dextrano (30 mg Dx/ml MS)
dejando que se deslizara por las paredes del tubo para evitar la mezcla de las diferentes fases.
Esta capa actua como barrera fisica que dificulta el paso de espermatozoides con membrana
alterada y con baja motilidad. Por encima de ella, se depositaron 1,5 ml de MS-A (5 mg
albimina sérica bovina (BSA)/ml MS) que constituye el medio de recogida de los
espermatozoides y al contener BSA evita la aglutinacién de los mismos (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Esquema del método de seleccién de espermatozoides mediante swim-up/dextrano
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Se incubé a 37 °C durante 15 minutos y se recogieron 750 ul de la capa superior para
seguidamente afiadir el mismo volumen de medio MS-A. El proceso se repitid otras tres veces
consecutivas obteniéndose un total de cuatro sobrenadantes. El primero se desecha por
contener restos de plasma seminal y se trabaja posteriormente con la mezcla de los tres
restantes, que es lo que denominaremos de aqui en adelante como muestra swim-up (S-up).

Para determinar el efecto de la PG, se ensayé la adicién de dos concentraciones distintas de PG
en la capa de recogida (MS-A). De esta forma, a partir de una misma muestra de eyaculado, se
realizaron de manera simultdnea, tres swim-ups:

« PG 100 pM: Incluye PG a una concentracion de 100 pM (en DMSO) en el medio de
recogida.

e« PG 1 uM: Incluye PG a una concentracién de 1 uM (en DMSO) en el medio de recogida.

o Control S-up: Para descartar el efecto del solvente en el que esta disuelta la PG, al
swim-up control se le adicioné DMSO en la misma proporcién que las muestras con
PG (1/10.000 (v/v))

Las concentraciones de hormona ensayadas se decidieron en base a las estimaciones de la
concentracidn fisioldgica de PG en el tracto reproductor femenino (Wang et al. 2001), asi como
las usadas en trabajos de otros autores que estudian el efecto de dicha hormona en los
espermatozoides (Teves et al. 2006; Guidobaldi et al. 2008; Lishko et al. 2011).

Las muestras recogidas de los 3 swim-ups tras el periodo de incubacién correspondiente
constituyen, junto con la muestra de eyaculado, los 4 grupos experimentales del primer
objetivo este trabajo. En ellos se analizaron los siguientes parametros:

« Concentracidn y porcentaje de recuperacion celular

« Motilidad total y progresiva

« Integridad de membrana (viabilidad)

« Cambios relacionados con la apoptosis evaluados mediante el analisis de la inversion
de fosfatidilserina en la membrana espermatica

« Estado de capacitacion mediante la tincién con clorotetraciclina (CTC) y analisis de
fosforilacién en los residuos de tirosina de las proteinas de membrana por Western
Blot.

« Estudio de la distribucién del receptor de PG en la superficie espermatica mediante
inmunofluorescencia indirecta (IFl).

A continuacidn se detalla la metodologia empleada para la determinacién de cada parametro.

4.2.2. Calculo de la concentracion y del porcentaje de recuperacion espermatica

La determinacion de la concentracién espermatica se realizd mediante una camara de
Neubauer usando un microscopio Nikon eclipse 50i; (Nikon, Tokyo, Japan).

La muestra de eyaculado se diluyd 1/2000 (v/v) y las muestras recogidas tras el swim-up se
diluyeron 1:100. En ambos casos, el diluyente empleado fue agua para evitar el movimiento de
los espermatozoides y facilitar el recuento. Se colocé una gota de 6 ul en la cdmara de
Neubauer y el recuento se realizd mediante un microscopio de contraste de fases con un




objetivo 10x. Se contaron las células existentes en 16 cuadriculas de la cdmara (4 en cada uno
de los cuadrantes). La concentracién se calcula mediante la siguiente férmula:

1

céls.
Concentracion (——) = n “células contadas x 10* x ——
mi Dilucion

El porcentaje de recuperacidn celular se hallé6 mediante la siguiente férmula:

Concentraciénswim—up x 3x 0,75 ml

0o d on = 100
% de recuperacion * Concentracion del evaculado x0,5 ml

4.2.3. Evaluacion la motilidad espermatica

La motilidad espermatica se analiz6 mediante un sistema de andlisis computerizado CASA
(ISAS1.0.4; Proiser SL, Valencia, Espafia) que emplea una cdmara de video (Basler A312f; Basler
Vision, Exton, PA) montada en un microscopio de contraste de fases (Nikon eclipse 50i, Nikon,
Tokyo, Japan).

La muestra de semen fresco se diluyé 1:100 y las muestran recogidas tras el swim-up 1:5 en
medio PHS (Phosphate HEPES Sucrose: sacarosa 0.25 M, EGTA 0,1 mM, tampdn HEPES 10x
10% (v/v), tampon fosfato sédico 4 mM, pH 7,5). Se colocé una gota de 7 pl de la muestra a
analizar entre un portaobjetos y un cubreobjetos, previamente atemperados a 37 °C. Se
evaluaron al menos 5 campos por cada gota usando un objetivo 10x. Se analizaron los
parametros de motilidad total (el porcentaje de espermatozoides que se mueven), y la
motilidad progresiva (el porcentaje de espermatozoides que se desplazan de forma recta)
facilitados por el software del sistema.

4.2 4. Analisis de la integridad de la membrana plasmatica (viabilidad)

La viabilidad se determiné mediante la doble tincidn con ioduro de propidio y diacetato de
carboxifluoresceina (IP/CFDA) (Harrison et al. 1990).

El CFDA, incoloro, es capaz de atravesar la membrana plasmatica de los espermatozoides y es
hidrolizado mediante esterasas a carboxifluoresceina, verde, en aquellos que mantengan su
actividad enzimatica. Por lo tanto, los espermatozoides viables se observaran tefiidos de verde.
El IP es un agente intercalante que se une al ADN. Si las células han perdido su integridad de
membrana penetra en ellas y se une a su material genético lo que da lugar a fluorescencia roja
en los espermatozoides no viables (Figura 4.2).
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Figura 4.2. A) Doble tincion de los espermatozoides ovinos con ioduro de propidio y diacetato de
carboxifluoresceina como se observaria con microscopia de fluorescencia en filtro B-2A (filtro de
excitacion 450-490 nm) y G-2A (filtro de excitacion 510-560 nm) y 400x. B) Diagrama representativo de
la integridad de membrana evaluado por citometria de flujo utilizando los fotodetectores FL1 y FL4.
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La muestra fresca se diluyé 1:500 y las obtenidas tras el swim-up 1:60, en medio PHS, para
alcanzar en ambos casos una concentracion de 6 x 10° células/ml. Se afiadieron 3 pl de
formaldehido (5% v/v), 3 pl de CFDA (0,46 mg/ml en DMSO) y 3 ul de IP. La mezcla se incubé
10 minutos a 37 en oscuridad.

La tincidn puede ser evaluada tanto por microscopia de fluorescencia como por citometria de
flujo. En el presente trabajo se utilizd el citometro Beckman Coulter FC 500 (Beckman Coulter
INC., Pasadena, CA, EEUU) que usa un laser de argén a 488 nm. La determinacién de la
viabilidad espermatica se realizd con los filtros FL1-525 + 5 nm (para CFDA) y FL4-675 £ 5 nm
(para IP). Se contaron 20.000 eventos por cada muestra.

4.2.5. Analisis de la translocacion de fosfatidilserina en la membrana espermatica

La fosfatidilserina (FS) es un fosfolipido presente en condiciones normales, en la cara interna
de la membrana y que, en determinados situaciones, como procesos apoptoticos se transloca
a la cara externa. La inversidon de FS se analizd mediante la tincion con FITC-Anexina V
(Molecular Probes, Life Technologies, Carlsbad, CA, EEUU). La Anexina (Ann) es una proteina
con alta afinidad por la FS y por lo tanto marcard las células en las que se ha producido su
translocacion con fluorescencia verde al estar acoplada a un fluorocromo. Esta tincidn se
combind con ioduro de propidio (IP) que permite diferenciar a las células que tienen la
membrana dafiada, con fluorescencia roja, de las que conservan la integridad de membrana.

Para el procedimiento de tincion se tomaron 10 ul de la muestra diluida previamente en medio
PHS (1:100 en el caso del eyaculado y 1:5, en el caso de las muestras obtenidas tras el swim-
up) y se anadieron 250 ul de tampdn de anexina 1X (Binding Buffer Apoptosis Detection Kit).
En oscuridad, se afiadieron 1 ul de anexina-FITC y 3 pl de IP y se incubd 10 minutos en
oscuridad a 37 °C. Se afadieron 4 pl de formaldehido, que actia como agente fijador, y
pasados cuatro minutos, se afiadieron 100 pl de tampdn de unién de la anexina 1X.

El andlisis por citometria de flujo permitid distinguir cuatro subpoblaciones celulares: células
sin inversién de FS y membrana intacta (Ann-/IP-), células sin inversiéon de FS y membrana
dafiada (Ann-/IP+), células con inversién de FS y membrana intacta (Ann+/IP-), y células con
inversion de FS y membrana dafiada (Ann+/IP+). Se utilizaron los filtros FL1-525 + 5 nm (para
Ann) y FL4-675 £ 5 nm (para IP) del citémetro de flujo.

4.2.6. Evaluacion del estado de capacitacion

4.2.6.1. Tincion con clorotetraciclina
El estado de capacitacidn se estudid gracias a la tincidn con clorotetraciclina (CTC). La CTC es
un antibidtico que penetra al interior celular dénde se une al ién calcio y origina diferentes
patrones de fluorescencia en funcidn de la distribucidén de este catidn, que varia dependiendo
del grado de capacitacion (Ward et al. 1984). Esta técnica fue validada posteriormente por
nuestro grupo para el estudio del estado de capacitacién en la especie ovina (Grasa et al.
2006).

Para realizar la tincion se diluyeron previamente las muestras en medio PHS (1:100 en el caso
del eyaculado y 1:5, en el caso de las muestras obtenidas tras el swim-up) hasta una
concentracién de 3 x 107 células/ml. Se mezclaron 20 pl de muestra diluida con 20 pl de
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solucion CTC (2 mg de CTC disueltos en 5 ml de un tampdn compuesto por Tris 20mM, cisteina
5 uM y NaCl 130 mM, pH 7,8) y 5 ul de un agente fijador (1,25% p/v de paraformaldehido en
tampén TRIS-HCI 0,5 M). La mezcla se incubé a 4 °C durante 1 hora en oscuridad.
Posteriormente, se depositaron sobre un portaobjetos 3 pl de trietilnediamino 0,22M (DABCO)
diluido en glicerol:PBS (9:1 v/v) junto con 6 pl de cada muestra. La funcién del DABCO es
preservar la fluorescencia. Se colocd el cubreobjetos y se selld la preparacién con esmalte de
ufas. Todo el proceso se realizdé en oscuridad.

Las muestras se analizaron mediante microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E-400)
equipado con un filtro V-2A (filtro de 420-490 nm de excitacién y 510 nm de emision). Se
utilizé el objetivo de inmersidon con un aumento 100x. Se contaron 200 células de cada
muestra. Se distinguieron tres patrones de fluorescencia: espermatozoides no capacitados
(fluorescencia uniforme en toda la cabeza), espermatozoides capacitados (fluorescencia en la
region anterior de la cabeza) y espermatozoides reaccionados (sin fluorescencia o una banda a
nivel ecuatorial) (Gillan et al. 1997) (Figura 4.3).

Figura 4.3. Espermatozoides ovinos tefiidos con CTC y visualizados con microscopia de fluorescencia
bajo filtro V-2A y 100x. Se pueden distinguir espermatozoides no capacitados (NC), capacitados (C) y
reaccionados (R).

4.2.6.2. Evaluacion de la fosforilacion en residuos de tirosinas mediante Western Blot
El estado de capacitacion se evalué también con el estudio de la fosforilacién en residuos de
tirosinas de las proteinas espermadticas puesto que es otro de los eventos que tiene lugar
durante el proceso de capacitacién. La deteccion de la fosforilacion de los residuos de tirosinas
de las proteinas espermaticas se realizé en los grupos experimentales control S-up, PG 100 pM
y PG 1 puM. El proceso consta de dos etapas diferenciadas, extraccion de proteinas
espermaticas y SDS-PAGE e inmunoblotting.

Extraccién de proteinas espermadticas

Las proteinas espermadticas se extrajeron por el método descrito por Colas y cols. (Colas et al.
2008). Se prepard un medio de extraccién compuesto por 2% de SDS (dodecil sulfato sédico,
p/v), TRIS-HCL 0,0626 mM (pH 6,8), 0,002% de azul de bromofenol diluido en glicerol al 10%
(siendo la concentracion final de glicerol del 1%), e inhibidores de proteasas y fosfatasas
(Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA). Se afiadieron 100 pl de medio de extraccién a 200 pl
de muestras recogidas tras el swim-up. La mezcla se incubd durante 5 minutos a 100 °C en
bafio de arena. A continuacidn, se centrifugd a 15.000 x g durante 5 minutos, a temperatura
ambiente y se recogio el sobrenadante. Por ultimo, se afiadié 2-mercaptoetanol (5%) y glicerol
(1%) y los lisados se almacenaron a -20 °C.
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SDS-PAGE e Inmunoblotting
Las proteinas se separaron en una dimension siguiendo el método Laemmli (Laemmli 1970)

utilizando patrones de comparacion 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, Temecula, CA, USA), utilizando una unidad de
transferencia en himedo, modelo Mini-Protean 3 Cell y el modulo Mini Trans-BlotR de BioRad.

Una vez realizada la transferencia de las proteinas, los sitios no especificos de las membranas
se bloguearon incubandolas 1 hora con PBST (NaCl 3,13 g/lI, KCl 0,2 g/I, Na,HPO, 1,44 g/|,
KH2P0O,4 0,24 g/l, y Tween-20 0,5%, pH 7,4) con 5% BSA (v/v), a temperatura ambiente.

La deteccidn de la fosforilacion de tirosinas de las proteinas de membrana se realizd a través
de la incubacion de las membranas durante toda la noche a 4 °C con el anticuerpo primario
monoclonal anti-fosfotirosinas (clone 4G10R, Millipore, Temecula, CA, USA), diluido 1/1000 en
0,1 PBST con 1% BSA. Tras realizar tres lavados de 10 minutos de duraciéon con 0,1% PBST, las
membranas se incubaron con el anticuerpo secundario (IRDyeR 800CW Donkey anti-Mouse)
diluido 1:15000, durante 1 hora y 15 minutos a temperatura ambiente en semioscuridad.
Finalmente, las membranas se escanearon utilizando el Odissey Clx (Li-Cor Biosciences).
Ademas las membranas se tifieron con azul Coomassie durante 30 minutos y se destifieron con
30% de metanol y con 10% de acido acético durante toda la noche, para poder verificar que la
transferencia se habia producido correctamente. Se cuantificé la seial para determinar la
intensidad relativa de las bandas de fosfotirosinas de las proteinas con el programa Quantity
One software (Bio Rad, Hercules, CA, USA).

4.2.7. Determinacidn de la distribucién del receptor de progesterona de membrana por
inmunofluorescencia indirecta (IFl)

Se decidié estudiar la localizacidn del receptor de PG en los espermatozoides de los distintos
grupos experimentales para analizar la existencia de cambios en su distribucién como
respuesta a la presencia de la PG como ha sido descrito en algunas especies como la porcina
(Wu et al. 2006).

Para una correcta visualizacidn de las muestras tras la IFl es recomendable que Ia
concentracion sea de 4 x 10° espermatozoides/ml. Para ello la muestra se diluyé con tampén
PBS (NaCl 136 mM, KCI 2,7 mM, Na;HPO48,1 mM y KH,P04 1,76 mM, pH 7.4) y se afiadieron 50
ul de formaldehido 3.7% (v/v) para su fijacién.

La mezcla se incubé durante 20 minutos en una rueda giratoria a temperatura ambiente. A
continuacién, se centrifugd 6 minutos a 900 x g y se elimind el sobrenadante. El precipitado se
resuspendid en 500 pl de PBS, se depositaron 4 ul de cada suspension de células en un
portaobjetos polilisinado (Superfrost Plus, ThermoScientific) y se dejé secar la gota a
temperatura ambiente. Tras la adhesidon de las células, los portaobjetos se lavaron 3 veces con
PBS en agitacién durante 5 minutos.

Posteriormente, se bloqued con BSA al 5% en PBS durante toda la noche para evitar la unién
inespecifica. Al dia siguiente, se volvieron a lavar las muestras, se afadieron 40 pl de
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anticuerpo primario (anticuerpo IgG policlonal de conejo contra el receptor de PG region C-19,
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EEUU) diluido 1:25 en PBS con BSA al 1% (v/v) y se
dejo incubando toda la noche.

Tras la incubacién, se realizaron otros tres lavados y se anadid el anticuerpo secundario
conjugado con un fluorocromo (Alexa Fluor 488 anti-conejo generado en pollo, Life
Technologies, Carlsbad, CA, EEUU). Se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente y en
oscuridad. Tras otros tres lavados, se montaron los portaobjetos con DABCO 0,22 M en
solucién de glicerol:PBS, 9:1, para disminuir la perdida de fluorescencia.

Las muestras se observaron mediante microscopia de fluorescencia (Nikon Eclipse E-400 con
iluminacion de epifluorescencia y un filtro V-2) con un objetivo de inmersidn 100x. Se contaron
150 células de cada muestra. Se identificaron tres patrones: marcaje en la regiéon acrosomal y
en la banda ecuatorial, marcaje en la banda ecuatorial y marcaje de menor intensidad e
inespecifico en toda la cabeza del espermatozoide.

4.3. Influencia de la progesterona en la orientacion espermatica

La capacidad quimiotactica de los espermatozoides se analizé mediante un sistema de andlisis
computerizado desarrollado recientemente por nuestro grupo de investigacién basado en el
programa de software libre Image) (Imagel) Casa Biozar) que emplea una camara de video
(acA1920-155uc, Basler, Exton, PA) conectada a un microscopio de contraste de fases (Nikon
eclipse 50i, Nikon, Tokyo, Japan).

Inner well
Bridge e
Filling atit

Figura 4.4. Esquema de la camara Dunn

El estudio se realizé utilizando una camara Dunn (Figura 4.4). La cadmara consiste en un
portaobjetos de cristal con dos pocillos concéntricos de 0,02 mm de profundidad separados
por un puente de 1 mm de ancho. La muestra de espermatozoides se coloca en el pocillo
interior y la solucién con la sustancia quimioatrayente en el pocillo exterior lo que crea un
gradiente de concentracion radial. Se evalua el porcentaje de espermatozoides que son
capaces de salir del pocillo central, atravesar el puente y llegar hasta el pocillo exterior. El
video se graba en la regién del puente.

El programa desarrollado detecta las coordenadas de la trayectoria de los espermatozoides y
calcula y dibuja las trayectorias normalizdndolas a un mismo punto de referencia. Se
selecciona una region coénica del plano para delimitar el drea donde existe gradiente de
hormona (cono quimiotactico) (Figura 4.5). A partir de estos datos, halla dos ratios, ratio Q
(porcentaje de espermatozoides cuya direccidn instantdnea en cada frame entra dentro del
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cono quimiotactico) y ratio SL (porcentaje de espermatozoides cuya trayectoria entra dentro
del cono quimiotactico en base a su posicion inicial y final dnicamente) que nos permiten
evaluar la existencia de quimiotaxis.

Figura 4.5. Figura devuelta por el programa tras el analisis. Se muestran tres elementos: el cono
quimiotactico (en verde), las trayectorias relativas de los espermatozoides (centro) y arriba a la
izquierda, los ratios quimiotacticos y el nimero de espermatozoides detectados

La quimiotaxis se ha descrito en otras especies Unicamente en espermatozoides capacitados
(Bahat et al. 2006). Por ello, se evaluaron dos grupos experimentales: espermatozoides
procedentes de swim-up control y espermatozoides capacitados in vitro.

La capacitacién de los espermatozoides se realizé con alicuotas de 1,6 x 108 céls/ml en una
estufa de incubacién a 39 °C, con 5% de CO, y 100% de humedad. Para inducir la capacitacion
se empled el medio TALP completo (NaCl 100 mM, KCI 3,1 mM, NaHCO3; 25 mM, NaH,P0O, 0,3
mM, lactato sddico 21,6 mM, CaCl, 3 mM, MgCl2 0,4 mM, HEPES 10 mM, piruvato sédico 1
mM, glucosa 5 mM, BSA 5 mg/ml, pH 7,2) al cual se afiadid una mezcla de sustancias (db-
cAMPc 1mM, cafeina 1 mM, teofilina 1mM, acido okadoico 0,2 uM, metil-B-ciclodextrinas
2,5mM) con capacidad de inducir la capacitacién in vitro de los espermatozoides ovinos (Colas
et al. 2008).

Se colocaron 90 pl de medio con la sustancia quimioatrayente en el pocillo exterior y 30 ul de
muestra de espermatozoides diluida 1:10 y se cubrié con un cubreobjetos. Se grabd un video
durante 3 segundos y se analizé con el programa desarrollado. El medio colocado el pocillo
exterior fue mHTF con las dos concentraciones de PG utilizadas en el ensayo anterior (100 pM
y 1 uM), o con 1/10000 (v/v) de DMSO como control tal y como se describié anteriormente.

4.4. Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron con el software GradPad InStat (5.01; San Diego, CA,
USA). Se utilizd un andlisis de chi-cuadrado para analizar la existencia de diferencias
significativas en el porcentaje de recuperacidn, en la motilidad, en la viabilidad, en el estado de
capacitacion y translocacion de FS y en la inmunolocalizacién del receptor de PG y en el analisis
de quimiotaxis y se empled un analisis de varianza (one-way ANOVA) para la cuantificacion del
Western de fosfotirosinas. Los resultados se muestran como la media + S.E.M. (error estandar
de la media).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Efecto de la presencia de progesterona en el medio de recogida de swim-up sobre los
espermatozoides.

En esta primera parte del trabajo se analizd el efecto causado en los espermatozoides por la
adicién de PG en el medio de recogida de la técnica de seleccidn espermatica swim-up.

5.1.1 Concentracion y porcentaje de recuperacion
La inclusién de PG en la capa de recogida dio como resultado una mayor concentracién de

espermatozoides en comparacién con el swim-up control, aunque las diferencias no fueron
significativas (Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Concentracidn de espermatozoides en las muestras control swim-up y con progesterona 100
pMy 1 uM. Los resultados se muestran como media +SEM de 8 experimentos.

Concentracién (102 espermatozoides/ml)
Eyaculado Control S-up PG 100 pM PG 1 puM
35,40+ 4,15 3,21+£0,32 3,97 +£0,40 4,17 £ 0,37

Sin embargo, al analizar el porcentaje de recuperacion con respecto al eyaculado, éste si fue
significativamente mayor para las muestras seleccionadas en presencia de PG en comparacion
con el swim-up control (P<0,001; n=8) (Figura 5.1).

801

*k* *k*

60+

% de recuperacion

Figura 5.1. Porcentaje de espermatozoides recogidos tras el swim-up en cuyo medio de recogida se
afiadio DMSO 1:10000 (Control S-up), o progesterona 100 pM (PG 100 pM) o 1 uM (PG 1 uM). Los
resultados se muestran como media + SEM de 8 experimentos. *** P<0,001 respecto de la muestra
control S-up.

Los resultados obtenidos sugieren que la PG presente en el medio de recogida podria ejercer
cierto efecto quimioatrayente sobre los espermatozoides ovinos que daria lugar a una mayor
migracion de los espermatozoides hacia dicha capa. La capacidad quimioatrayente de la PG ha
sido descrita por varios grupos (Oren-Benaroya et al. 2008; Perez-Cerezales et al. 2015) lo que
avalaria las observaciones realizadas.
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5.1.2. Evaluacidn de la motilidad espermatica

La motilidad espermatica total no vario significativamente entre los distintos tipos de swim-up,
como se aprecia en la tabla 5.2.

El aumento de la motilidad total tras el proceso de seleccién con respecto al eyaculado fue
pequefio y en cualquier caso no significativo. Estos resultados se podrian explicar por el hecho
de que la mayoria de experimentos (n=7) fueron realizados en la época reproductiva para el
ganado ovino (septiembre-marzo) en la que la calidad seminal es muy buena. Estudios previos
en la especie ovina demostraron que el porcentaje de mejora de la motilidad espermatica tras
un proceso de swim-up depende de la calidad de la muestra siendo mayor el aumento de
motilidad cuanto peor es esta (Garcia-Lépez et al. 1996). En cuanto a la motilidad progresiva
tampoco se observaron efectos significativos (Tabla 5.2).

Tabla 5.2. Porcentaje de espermatozoides motiles totales y mdtiles progresivos en las muestras
eyaculado y swim-up (Control S-up y progesterona 100 pM y 1 uM). Los resultados se muestran como
media + SEM de 10 experimentos.

Motilidad (% espermatozoides matiles)
Eyaculado Control S-up PG 100 pM PG 1 puM
Médtiles totales 77,50+3,66 82,20+3,04 83,30+2,18 83,70+2,02
Métiles progresivos 3990+1,93 35,40+%8,22 37,90+2,25 41,90%2,79

5.1.3. Andlisis de la integridad de la membrana plasmatica (viabilidad)

El andlisis de la viabilidad tampoco evidencié diferencias significativas al comparar los distintos
tipos de swim-up, ni comparando estos con el eyaculado (Tabla 5.3). Al igual que ocurria con la
motilidad, los experimentos se realizaron en época reproductiva en su mayoria (n=7) y por lo
tanto, al partir de una muestra con una calidad seminal buena no se consiguié una mejora
significativa de la viabilidad.

Tabla 5.3. Porcentaje de espermatozoides viables en las muestras eyaculado y swim-up (Control S-up y
progesterona 100 pM y 1 uM). Los resultados se muestran como media + SEM de 10 experimentos.

Viabilidad ( % espermatozoides viables)
Eyaculado Control S-up PG 100 pM PG 1 puM
70,26 + 1,20 71,15 2,44 71,94 £ 2,65 70,08 + 2,71

5.1.4. Analisis de la translocacidon de fosfatidilserina (FS) en la membrana espermatica

Como se puede observar en la Figura 5.2, en todas las muestras seleccionadas se produjo un
aumento significativo del porcentaje de espermatozoides con membrana integra y sin
translocacion de FS (Ann-/IP-) respecto del eyaculado (P<0,05; n=9). Esto nos indica que con la
técnica de swim-up se selecciond una poblacién espermatica de mayor calidad, enriquecida en
células sin manifestaciones apoptéticas, a pesar de que no se consiguid aumentar
significativamente otros pardametros como la motilidad o la viabilidad.

Cuando comparamos los tres tipos de swim-up, la presencia de PG en el medio de recogida no
tuvo ningun efecto estadisticamente significativo en el porcentaje de espermatozoides con
rasgos apoptéticos con respecto a la muestra control S-up.
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Figura 5.2. Porcentaje de espermatozoides con integridad de membrana y sin translocacién de
fosfatidilserina recogidos en las muestras de eyaculado y swim-up (Control S-up y progesterona 100 pM
y 1 uM). Los resultados se muestran como media + SEM de 9 experimentos. * P<0,05 ***P<0,001
respecto de la muestra de eyaculado.

5.1.5. Evaluacién del estado de capacitacion

5.1.5.1 Tincion con clorotetraciclina
Como se muestra en la figura 5.3, se observaron diferencias estadisticamente significativas en
el estado de capacitacidn entre la muestra de swim-up control y las recogidas en un medio en
presencia de PG. En concreto, se produjo un aumento altamente significativo del nimero de
espermatozoides capacitados lo que conllevé un descenso de espermatozoides no capacitados
en las muestras seleccionadas con PG 100 pM y PG 1 uM con respecto de la muestra de swim-
up control (P<0,001; n=8).

@@ No Capacitados
@@ Capacitados
& Reaccionados

Figura 5.3. Porcentaje de espermatozoides no capacitados, capacitados y reaccionados en las muestras
eyaculado y swim-up (Control S-up y progesterona 100 pM y 1 uM). Los resultados se muestran como
media + SEM de 8 experimentos. ***P<0,001 respecto de la muestra control S-up.

El hecho de que la adicién de PG en la capa de recogida aumente el porcentaje de
espermatozoides capacitados recuperados podria ser debido a que esta hormona produzca la
capacitacidon de los espermatozoides in vitro, es decir, la unidon de la PG a su receptor
produciria el aumento de Ca?* necesario para iniciar el proceso de capacitacion, como se ha
demostrado en la especie humana para tiempos de incubacion largos (Lishko et al. 2011). No
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obstante, el corto periodo de tiempo en el que los espermatozoides estuvieron en contacto
con la hormona nos lleva a descartar esta hipdtesis.

Otra posible explicacion seria que la PG ejerza un efecto quimioatrayente sobre la poblacién
de espermatozoides capacitados presentes en el eyaculado, y de este modo aumentaria el
porcentaje de espermatozoides capacitados en el medio de recogida. Esta hipdtesis se veria
apoyada por el hecho de que la quimiotaxis ha sido observada Unicamente en
espermatozoides capacitados in vitro (Perez-Cerezales et al. 2015).

Por otro lado también se observé un aumento significativo del nimero de espermatozoides
reaccionados (Figura 5.2) (P<0,001, n=8) en las muestras seleccionadas en presencia de PG 1
UM respecto del swim-up control, lo que nos sugiere que la PG pudo inducir la reaccion
acrosdmica en espermatozoides que se encontraran en fase final de capacitacion.

Si comparamos el efecto obtenido con ambas concentraciones de PG, no se detectaron
diferencias estadisticamente significativas entre ellas ni en el porcentaje de recuperacion
celular (Figura 5.1), ni en el porcentaje de espermatozoides capacitados (Figura 5.2) lo que nos
sugiere que se pudo producir una saturacion del receptor de PG a concentraciones altas de
hormona.

5.1.5.2 Evaluacidn de la fosforilacion en residuos de tirosinas
Como se aprecia en la figura 5.4, correspondiente a una membrana representativa de varios
analisis de fosforilacion en residuos de tirosina de las proteinas espermaticas, no se
observaron diferencias significativas entre las muestras seleccionadas en presencia de PG vy el
swim-up control. En la figura 5.5 se representan los resultados de la cuantificacién
densitométrica de la fosforilacion en residuos de tirosinas.

La fosforilacion en residuos de tirosina de las proteinas de membrana plasmatica es un evento
asociado a la capacitacion espermatica (Grasa et al. 2006). En este estudio, la seleccion
espermatica en presencia de PG dio como resultado un aumento de espermatozoides
capacitados con respecto al swim-up control en la evaluacién por tincién con CTC, y sin
embargo este no se reflejé en un incremento en fosforilacion de residuos de tirosina. Esto se
explicaria porque la capacitacion es un proceso secuencial que implica varias rutas de
sefializacion de sefial, y un compuesto puede tener efecto sobre una de las manifestaciones
del proceso, como el cambio en la localizacidn intracelular del calcio evidenciado por la tincion
con CTC, y no sobre otras, como la fosforilacion de tirosinas. En el caso del espermatozoide
ovino se ha demostrado que para iniciar la fosforilacidn en residuos de tirosina es necesario
un gran incremento en los niveles de cAMP (Colas et al. 2008), y puede que la incubacion a
tiempos tan cortos con PG durante el proceso de swim-up no permita este incremento.
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5.1.6. Determinacion de la distribucion del receptor de PG en la membrana espermatica por
inmunofluorescencia indirecta (IFl)

Se analizé la distribucién del receptor de PG en la membrana del espermatozoide ovino para
evaluar la existencia de cambios en la distribucion que pudieran indicar procesos de
internalizacién o exposicion del receptor en respuesta a la PG.

Los resultados obtenidos revelaron la existencia de tres subtipos de marcaje: un marcaje
mayoritario en la regién acrosomal y en la banda ecuatorial (Figura 5.6, 1) y dos minoritarios,
uno en la banda ecuatorial (Figura 5.6, 2) y otro de menor intensidad en toda la cabeza del
espermatozoide que podria corresponder con un marcaje inespecifico (Figura 5.6, 3). Sin
embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de los
distintos subtipos entre los diferentes grupos experimentales (Figura 5.7).

Figura 5.6. Imagenes representativas de la distribucion del receptor de progesterona en la membrana,
identificado mediante inmunofluorescencia indirecta y evaluado por microscopia de fluorescencia. Los
patrones identificados fueron marcaje de mayor intensidad en acrosoma y banda ecuatorial (1), marcaje
en la banda ecuatorial (2) y marcaje inespecifico de menor intensidad en la cabeza del espermatozoide

(3).
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Figura 5.7. Porcentaje de distintos patrones de distribucidn del receptor de PG en la membrana del
espermatozoide ovino, evaluados mediante IFl, en las muestras de eyaculado, control swim-up, PG 100
pMy PG 1 uM. Los resultados se muestran como media + SEM de 3 experimentos.

En resumen, la presencia de PG en el medio de seleccién de swim-up produjo un aumento
significativo del porcentaje de recuperacién de espermatozoides (Figura 5.1) asi como del
porcentaje de espermatozoides capacitados (Figura 5.3) respecto del swim-up control. Es
interesante resaltar que el efecto sobre la capacitacién ha sido observado solamente en
alguno de los varios eventos que se asocian a este proceso, como el cambio en distribucion
intracelular de calcio, pero no en otros, como el aumento de fosforilacion en residuos de
tirosina, probablemente debido al corto periodo de incubacidn con la hormona, o bien a que
solo actla a nivel de una ruta molecular y no de todas. Al comparar los resultados obtenidos
con ambas concentraciones de hormona, no se observaron diferencias significativas entre la
concentracién 100 pM y 1 uM, lo que sugiere que el receptor de PG podria sufrir un efecto de
saturacion. Pero tampoco podemos descartar que existan distintos tipos de receptores de PG
en el espermatozoide ovino como se ha propuesto en la especie humana. Asi, estudios
recientes sugieren la existencia de dos tipos de receptores unos de baja afinidad, estimulados
a concentracion alta de hormona; y otros de alta afinidad, estimulados a concentracion mas
baja de hormona, que mediarian en la activacion de diferentes acciones no gendmicas (Teves
et al. 2006).

5.2. Influencia de la progesterona en la orientacién espermatica

En vista de los resultados anteriores, que parecen indicar que la PG atraeria a los
espermatozoides ovinos capacitados hacia el medio en el que se encuentra, se decidié evaluar
su potencial quimiotactico, es decir, la capacidad de la PG de influir en la direccionalidad de los
espermatozoides al ser sometidos a un gradiente de dicha hormona, usando una camara
especificamente disefiada para ello y un programa de anadlisis de imagen desarrollado por el
grupo.

En primer lugar, se evalud la quimiotaxis en espermatozoides seleccionados y libres de plasma
seminal mediante la técnica de swim-up estandar explicada anteriormente (swim-up control).
Como se aprecia en la figura 5.8, no se observaron diferencias estadisticamente significativas
ni en el ratio Q ni en el ratio SL en las muestras sometidas a un gradiente de PG respecto de la
muestra control rodeada de un medio sin hormona.
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Figura 5.8. Andlisis de los ratios quimiotdcticos Q y SL en espermatozoides procedentes de swim-up
usando una cdmara Dunn en presencia de un medio sin PG (control) o un gradiente de PG formado a
partir de una concentraciéon 100 pM o 1 uM A) Ratio Q. Porcentaje de espermatozoides cuya direccién
instantanea en cada frame entra dentro del cono quimiotactico. B) Ratio SL. Porcentaje de
espermatozoides cuya trayectoria entra dentro del cono quimiotactico en base a su posicién inicial y

final Unicamente. Los resultados se muestran como media + SEM de 6 experimentos.
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Como se ha comentado, el hecho de que en los experimentos anteriores la presencia de PG
incrementase el porcentaje de recuperacién celular con respecto al swim-up control hacia
pensar en un posible efecto quimiotactico que en estos ensayos no se observé. No obstante,
es de resaltar que en los ensayos anteriores la muestra fresca era sometida a la accidn de la
PG durante la hora de duraciéon del swim-up, y en este caso, era una muestra ya seleccionada y
puesta en contacto con la hormona durante el breve periodo de tiempo del establecimiento
del gradiente. Por tanto, se puede concluir que la PG no activa mecanismos de orientacion
quimiotdctica en una poblacién espermdtica seleccionada en la que, como habiamos descrito
en el apartado anterior, la mayoria de los espermatozoides no estaban capacitados.

Sin embargo, el analisis de quimiotaxis en espermatozoides previamente capacitados in vitro
(Figura 5.9) si que reveld la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre las
muestras sometidas a un gradiente de PG y la muestra control rodeada de un medio sin
hormona (P<0,001; n=4).
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Figura 5.9. Analisis de los ratios quimiotacticos Q y SL en espermatozoides capacitados in vitro, usando
una cdmara Dunn en presencia de un medio sin PG (control) o un gradiente de PG formado a partir de
una concentracion 100 pM o 1 pM , A) Ratio Q. Porcentaje de espermatozoides cuya direccidn
instantdnea en cada frame entra dentro del cono quimiotactico. B) Ratio SL. Porcentaje de
espermatozoides cuya trayectoria entra dentro del cono quimiotactico en base a su posicion inicial y
final Unicamente. Los resultados se muestran como media = SEM de 4 experimentos. ***P<0,001
respecto al control.
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En el caso de la muestra capacitada expuesta a un gradiente de PG formado a partir de una
concentracién 100 pM, se observé un aumento significativo tanto en el ratio Q como en el
ratio SL con respecto al control (P<0,001), lo que indico la accidn de mecanismos
guimiotdcticos. Los resultados coinciden con lo esperado dado que estudios previos en
humano y en conejo han descrito quimiotaxis de espermatozoides en respuesta a un gradiente
de PG 100 pM (Teves et al. 2006). En cuanto a la muestra capacitada expuesta a un gradiente
de PG formado a partir de una concentracién 1 uM, el ratio Q varid significativamente respecto
al control pero, curiosamente, no se evidenciaron diferencias en el ratio SL. Dado que el
programa empleado para el andlisis de la quimiotaxis todavia estd en fase experimental, alin
no se ha evaluado que ratio es de mayor precision. No obstante, si que parece existir una
capacidad quimioatrayente de la PG a concentracién 1 uM, aunque el hecho de que no esté
tan clara como en el caso del gradiente de 100 pM, podria deberse a que una concentracién
alta de PG produce saturacién del receptor y en consecuencia, el espermatozoide pierde parte
de su capacidad de respuesta al gradiente de PG.

La PG es una hormona secretada por las células del cumulus que rodean al ovocito (Oren-
Benaroya et al. 2008), ademas de estar presente en el fluido oviductal y folicular; y de acuerdo
a los resultados obtenidos, podria ser la molécula que actuara como guia de los
espermatozoides ovinos hasta el ovocito por medio de mecanismos de orientacion
guimiotactica. Ademas, Unicamente los espermatozoides capacitados y por consiguiente con
potencial capacidad fecundante, serian capaces de responder a este estimulo. Esta es la
primera vez que se describe esta accién quimiotdctica de la PG en espermatozoides ovinos.
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6. CONCLUSIONES

Las conclusiones que se extraen de este trabajo en base a los resultados obtenidos se
enumeran a continuacion:

« La presencia de progesterona a concentracion 100 pM y 1 uM en el medio de recogida
del método de seleccidn de swim-up incrementa de forma significativa el porcentaje
de recuperacion celular y de espermatozoides ovinos capacitados con respecto al
swim-up control.

« La presencia de progesterona a concentracidon 100 pM y 1 uM en el medio de recogida
del método de seleccién de swim-up no produce cambios en el porcentaje de
espermatozoides métiles o con membrana integra y sin exposicion de fosfatidilserina,
ni en la distribucion del receptor de progesterona en la superficie del espermatozoide
ovino.

« La progesterona tanto a dosis bajas (100 pM) como altas (1 uM) es capaz de activar
mecanismos de quimiotaxis en espermatozoides ovinos capacitados in vitro.

CONCLUSIONS

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

« The presence of progesterone at concentration 100 pM or 1 uM in the upper layer of
the selection method swim-up increases significantly the cell recovery rate and the
percentage of capacitated ram spermatozoa compared to the control swim-up.

« The presence of progesterone at concentration 100 pM or 1 uM in the upper layer of
the selection method swim-up does not cause any changes in the percentage of motile
spermatozoa or with membrane integrity and without phosphatidylserine exposure.
Likewise, distribution of progesterone receptor in the membrane of ram spermatozoa
is not modified in response to this hormone.

« Progesterone can activate chemotaxis in in vitro capacitated ram sperm at low (100
pM) and at high (1 uM) concentration.
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8. ANEXOS

Resumen presentado al 20" Annual ESDAR (European Society for Domestic Animal
Reproduction) Conference

The inclusion of progesterone in the dextran/swim-up procedure increases the
recovery of ram capacitated sperm rate

Nadal, P., Peinado, J., Gimeno, S., Casao, A., Cebrian-Pérez, J.A., Muifio-Blanco, T. and
Pérez-Pé, R.

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular y Celular. Instituto de Investigacion
en Ciencias Ambientales de Aragon (IUCA). Facultad de Veterinaria. Universidad de
Zaragoza, Spain.

The presence of receptors for progesterone (P4) on the mammal sperm surface, leads
to speculate about a relevant role of this hormone on sperm functionality. However,
the information about their specific effects on ovine spermatozoa is scarce. In this
study we used a ram sperm washing and selecting-procedure, a dextran/swim-up
method, including two different concentrations of progesterone in the upper layer,
one low (100 pM, LPsw) and one high (1 uM, HPsw). We compared cell recovery and
sperm quality with the standard swim-up obtained sample (STsw, with no hormone).
Both P4 concentrations resulted in a significantly higher cell recovery rate (RR:
52.3+4.8 and 53.4+5.8% for LPsw and HPsw, respectively) and percentage of
capacitated sperm (CTC: 35.0+6.2 and 38.0+5.8 for LPsw and HPsw, respectively) than
STsw (42.5+3.7 and 26.61£6.7% for RR and CTC, respectively; P<0.05). However, the
inclusion of P4 showed no effect on motility (by CASA), membrane integrity (CFDA+/PI-
) or phosphatidylserine exposure (Annexin-). Indirect immunofluorescence assays are
currently in progress in order to determine whether there are changes in P4 receptor
distribution in the sperm subpopulation selected by LPsw and HPsw, compared with
STsw.

Grants: CICYT AGL 2014-57863-R and DGA 2015-A26 FSE
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The presence of receptors for progesterone (P4) on the mammal sperm surface, leads to speculate about a
relevant role of this hormone on sperm functionality. However, the information about their specific effects on
ovine spermatozoa is scarce. In this study we used a ram sperm washing and selecting-procedure, a
dextran/swim-up method, including two different concentrations of progesterone in the upper layer, one low
(100 pM, LPsw) and one high (1 xM, HPsw). We compared cell recovery and sperm quality with the
standard swim-up obtained sample (STsw, with no hormone). Both P4 concentrations resulted in a
significantly higher cell recovery rate (RR: 52.3+4.8 and 53.4+5.8% for LPsw and HPsw, respectively) and
percentage of capacitated sperm (CTC: 35.0+6.2 and 38.0+5.8 for LPsw and HPsw, respectively) than STsw
(42.5+3.7 and 26.6+6.7% for RR and CTC, respectively; P<0.05). However, the inclusion of P4 showed no
effect on motility (by CASA), membrane integrity (CFDA+/PI-) or phosphatidylserine exposure (Annexin-).
Indirect immunofluorescence assays are currently in progress in order to determine whether there are
changes in P4 receptor distribution in the sperm subpopulation selected by LPsw and HPsw, compared with
STsw. Grants: CICYT AGL 2014-57863-R and DGA 2015-A26 FSE
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