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1. RESUMEN

Actualmente, la mayoria de muestras seminales ovinas son refrigeradas como método de
preservacion para su uso a corto plazo en inseminacion artificial (IA). Sin embargo, los
espermatozoides de la especie ovina presentan una mayor susceptibilidad al frio en
comparaciéon con otras especies provocando una serie de efectos negativos incluyendo pérdida
de motilidad, alteraciones estructurales, aumento de marcadores apoptéticos, dafo oxidativo
y capacitacion prematura asociada al frio conocida como criocapacitacion.

La progesterona (P;) y el estradiol (E;) son hormonas esteroideas fundamentales en la
reproduccidon de los mamiferos, que regulan la expresidn génica en el eje hipotaldamico-
hipofisario gonadal mediada por receptores nucleares. También se han encontrado receptores
especificos para éstas en la membrana de los espermatozoides permitiendo una accién directa
de las hormonas sobre ellos. Se ha demostrado la implicacién de estas hormonas en el proceso
de capacitacién espermadtica que consiste en una serie de cambios que sufre el
espermatozoide en el tracto reproductor femenino y que le confieren capacidad fecundante.
Ademas, estudios recientes sugieren que estas hormonas también podrian aumentar la
supervivencia espermatica y la proteccién frente a los procesos apoptdticos. En cuanto al dafio
por frio, existe algun trabajo que demuestra la implicacion de la P, en la mejora de la respuesta
celular al dano por frio, aunque no existe ninguno sobre el posible papel crioprotector de estas
hormonas esteroideas en espermatozoides.

En consecuencia, el objetivo principal de este trabajo fue estudiar el efecto que tiene la adicidn
previa de diferentes dosis de P, y E, sobre la motilidad, integridad de membrana, estado de
capacitacién y marcadores apoptoticos de los espermatozoides ovinos sometidos a una bajada
brusca de temperatura a 5 °C (cold-shock). Para ello, se realizé un proceso de seleccion
espermatica mediante la técnica de swim-up/dextrano y se incubaron las muestras con P, 6 E,
a concentraciones de 100pM, 10 nM y 1 uM seguido de la refrigeracion de las mismas.

Los resultados mostraron un papel crioprotector de la P, y el E, evitando la pérdida de
motilidad espermdtica a consecuencia del frio. Asi mismo, la P, a dosis bajas (100 pM),
disminuyd el porcentaje de espermatozoides capacitados. Sin embargo, la presencia de estas
hormonas no fue capaz de evitar el incremento en los niveles de los marcadores apoptdticos
en los espermatozoides ovinos sometidos a la acciéon del frio.



ABSTRACT

Currently, most ovine seminal samples are refrigerated as a preservation method for short-
term artificial insemination (Al) use. However, ram spermatozoa show a greater susceptibility
to cold-shock compared to other species, causing several negative effects including loss of
motility, structural alterations, increase of apoptotic markers, oxidative damage and
premature capacitation known as cryocapacitation.

Progesterone (P,) and estradiol (E,) are steroid hormones which play an important role in the
reproduction of mammals, by regulating gene expression of the hypothalamic-pituitary-
gonadal axis mediated by nuclear receptors. Moreover, specific receptors have been found in
the sperm membrane allowing direct action of these hormones on them. The implication of
these hormones in the capacitation process, consisting in a set of changes undergone by sperm
in the female reproductive tract acquiring fertilizing capacity, has been demonstrated. In
addition, recent studies suggest that these hormones could also increase sperm survival and
protect them against apoptotic processes. Regarding cold damage, some studies have
demonstrated the implication of P, in improving the cellular response to cold damage,
although none of them are about the possible cryoprotective role of these steroid hormones in
spermatozoa.

Therefore, the main aim of this project was to study the effect of the addition of different
doses of P, and E, on the motility, membrane integrity, capacitation and apoptotic markers of
ram spermatozoa followed by a sudden drop in temperature to 5 °C (cold-shock). Sperm
samples were selected by a dextran/swuim-up procedure and incubated with P, or E, at
concentrations of 100 pM, 10 nM and 1 uM followed by cooling of the sperm samples.

The obtained results showed a cryoprotective role of P, and E, in sperm motility avoiding loss
of sperm motility due to cold-shock. Likewise, P,, at low doses (100 pM), decreased the
percentage of capacitated spermatozoa. In contrast, the presence of these hormones was not
able to avoid the increase of the apoptotic markers levels in cooled ram spermatozoa.



2. INTRODUCCION

2.1 INSEMINACION EN ESPECIE OVINA: REFRIGERACION DE LAS MUESTRAS SEMINALES

La inseminacién artificial (IA) puede considerarse como la tecnologia mas antigua vy
ampliamente utilizada de reproduccion asistida (ART). El uso de la IA en la reproduccién animal
se introdujo originalmente por razones sanitarias (para prevenir la propagacion de
enfermedades de transmision sexual). Los ganaderos pronto reconocieron que era el método
ideal para la introduccidn rapida de genes valiosos en una poblacidn con el fin de mejorar sus
rasgos de produccion.

La IA en la especie ovina estd mucho menos difundida que en otras especies domésticas. Esto
se debe no sélo a que los resultados de fertilidad sean irregulares y bajos, sino también a la
dificultad de mejorar los métodos de preservacion del esperma. Ademas, la estructura cervical
del dtero ovino es compleja, dificultando la deposicidon del semen de forma profunda en el
tracto genital femenino. A todo esto se le une que los espermatozoides ovinos presentan una
mayor susceptibilidad al frio en comparaciéon con otras especies (Holt and North, 1984).

Actualmente, la mayoria de dosis usadas en IA en ovino son refrigeradas a 15 °C, permitiendo
el mantenimiento del semen durante 6-8 horas. El objeto de refrigerar las muestras es el de
prolongar la capacidad fecundante al reducir la motilidad y el metabolismo de los
espermatozoides de forma reversible (Watson, 1995). Pero, para el mantenimiento de las
muestras a largo plazo, incluso afios, es necesario congelarlas, y la congelacién provoca una
serie de dafios en los espermatozoides. El proceso de congelacién implica generalmente dos
etapas, una refrigeracion hasta 5 °C y una congelacidn posterior hasta -140 °C. El enfriamiento
hasta 5 °C induce un dafo a los espermatozoides conocido como cold-shock.

Los efectos negativos producidos son proporcionales a la velocidad de enfriamiento, el
intervalo de temperatura y el rango de temperatura (Watson, 1981). La susceptibilidad de los
espermatozoides al cold-shock varia entre especies y depende de la proporciéon de 3acidos
grasos insaturados en los fosfolipidos de la membrana plasmatica asi como del contenido en
colesterol (White, 1993). En espermatozoides ovinos (especialmente susceptibles al cold-
shock) el contenido de colesterol es aproximadamente 300 pg/10° espermatozoides; mientras
que los de especies como el conejo o humano (poco susceptibles al cold-shock) es de
550 pg/10° espermatozoides (Darin-Bennett and White, 1977). Los efectos negativos
desencadenados por el cold-shock pueden ser:

1. Pérdida de motilidad: se trata de uno de los efectos mas notables como consecuencia
de la bajada brusca de temperatura. El espermatozoide sufre cambios en la
permeabilidad de la membrana plasmatica a nivel del flagelo, disminuye la captacion
de oxigeno y caen los niveles de ATP dejando de aportar energia y, por tanto, se
reduce la motilidad (Wales and White, 1959).

2. Alteraciones estructurales: Se produce una pérdida de fosfolipidos de membrana,
concretamente fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina (Alvarez and Storey, 1992),
tornandola inestable y aumentando la permeabilidad. Esto implica una pérdida de



algunos cationes (Blackshaw and Salisbury, 1957), ATP (Mann and Lutwak, 1955),
acidos nucleicos y enzimas (Harrison and Flechon, 1980). La microscopia electrénica
también ha demostrado que el cold-shock produce cambios profundos en la
membrana acrosomal de la especie ovina (Quinn et al., 1969). Los cambios en la
membrana fosfolipidica también afectan a las proteinas que se albergan en ella, que
pueden perder su funcidon (Robertson and Watson, 1986).

Daio oxidativo: Estudios con espermatozoides de varias especies, demostraron que la
criopreservacion estd asociada con un aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(Ball et al., 2001). Dicho estrés oxidativo favorece la peroxidacion lipidica en
espermatozoides humanos (Alvarez and Storey, 1992) y de jabali (Brouwers et al.,
2005). En el caso de los espermatozoides ovinos, el alto contenido de acidos grasos
insaturados que presenta, aumenta la susceptibilidad espermatica a la peroxidacién en
presencia de oxigeno. Los efectos de la peroxidacién incluyen pérdida irreversible de
motilidad, fuga de enzimas intracelulares y dafio estructural a nivel de la membrana
plasmatica, particularmente en la regidon acrosomal. Ademas, producen dafio a nivel de
DNA tal y como se ha visto en el estudio de Donnelly et al., (1999) en muestras
espermaticas humanas.

Criocapacitacidn: La capacitacidn espermatica es un proceso imprescindible para que
los espermatozoides adquieran la capacidad fecundante. Ocurre en el tramo final del
utero o en el oviducto y conlleva cambios en la membrana plasmatica (Gadella et al.,
2008), movimientos del calcio intracelular (Lishko et al., 2011) y una serie de cascadas
de transduccién de sefiales bioquimicas (Grasa et al., 2006 ; Tulsiani et al., 2007). Se ha
visto que tras el cold-shock los espermatozoides se comportan como espermatozoides
capacitados (criocapacitacion). Este hecho se asocia a las modificaciones vy
reorganizacién 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).
Actualmente, los mecanismos por los que se produce la criocapacitacién no estan
definidos.

Aumento de marcadores apoptdticos: se produce fragmentacion de DNA,
translocacion de la fosfatidilserina, y presencia de caspasas activas. El descenso de
temperatura implica un aumento de estos marcadores tal y como se ha observado en
numerosas especies (Anzar et al., 2002 ; De Paula et al., 2006 ; Chaveiro et al., 2007 ;
Martin et al., 2007 ; (Brum et al., 2008 ; Ortega-Ferrusola et al., 2009). En la especie
ovina, nuestro grupo demostrd, que ademas de la refrigeracién a 5 °C, el posterior
aumento de temperatura a 37 °C que simularia el paso por el tracto reproductor
femenino, provoca un nuevo incremento en estos marcadores apoptdticos (Del Valle
et al., 2010).



2.2 APOPTOSIS EN ESPERMATOZOIDES

La apoptosis es un proceso de autodestruccidn celular activo que sigue una secuencia de pasos
controlados (Figura 2.1) y no causa ningln tipo de reaccidon inflamatoria. Las células
apoptoticas se caracterizan por algunos cambios morfoldgicos, especialmente en la superficie
celular (translocacién de fosfatidilserina, contraccion celular) y en el nucleo (fragmentacion,
hipercondensacién de la cromatina y degradacion del DNA). El numero de células
reproductoras en los tuibulos seminiferos de los testiculos, viene determinado por el balance
entre la proliferacidn celular y el proceso de apoptosis (Russell et al., 2002). Curiosamente,
también se ha detectado la presencia de células apoptéticas en el eyaculado (Gorczyca et al.,
1993 ; Anzar et al., 2002 ; Marti et al., 2006) aunque las razones todavia no estan claras.
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 también a
causas patoldgicas (Oehninger et al., 2003). La presencia de espermatozoides apoptdticos en el
eyaculado puede ser uno de los factores que influyan en la baja fertilidad, tal y como se ha
visto en humanos (Taylor et al., 2004 ; Said et al., 2006) y en morueco (E. Marti et al., 2008).

Ademas, la apoptosis en los espermatozoides se activaria como un mecanismo de eliminacidn
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 fendmeno de apoptosis (Martin et al., 2004), como se ha
comentado en el apartado anterior.

‘ ’ Inversion de la FS a la cara
externa de la membrana plasmadtica

membrana

Caspasas Iniciadoras

Actividad de caspasas

mitocondria
—» Caspasas ejecutoras

citoplasma nucleo
Fragmentacién del
ADN

Figura 2.1 Parametros apoptoticos del espermatozoide



2.3 PAPEL FISIOLOGICO DE LA PROGESTERONA Y ESTRADIOL EN LA REPRODUCCION

La progesterona (P4) y el 17-B estradiol (E,) son hormonas sexuales esteroideas que juegan un
papel fundamental en la regulacion de los procesos reproductivos de mamiferos (Tausk and De
Viser, 1971 ; Sinchak and Wagner, 2012). El mecanismo de accidn clasico de estas hormonas
es la regulacién de la expresién génica en el eje hipotaldmico-hipofisario gonadal mediada por
receptores nucleares (O’Malley and Tsai, 1992). Sin embargo, estos ultimos afios se ha
postulado la posible regulacion no gendmica de la funcionalidad espermatica por Ia
progesterona y estradiol, a través de receptores de membrana (Baldi et al, 2009). Estos
receptores especificos, han sido identificados en varias especies (De Amicis et al.,, 2011 ; Rago
et al., 2014 ; Arkoun et al., 2014), y recientemente, por nuestro grupo en la especie ovina
(Gimeno-Martos et al., 2017).

Tanto la P, como el E, se pueden encontrar en el tracto reproductor femenino, en el fluido
folicular y en las cercanias del ovocito a concentraciones micromolares (Wang et al., 2001), sin
embargo la concentracién exacta de hormona a lo largo del tracto reproductor femenino es
muy complicada de estimar debido a la influencia de factores como el momento del ciclo estral
y estadio de las células de la granulosa o las diferencias entre las distintas especies, existiendo
probablemente un gradiente de concentracion desde las proximidades del ovocito hasta las
zonas mas distales (Sagare-Patil et al., 2012). La unién de estas hormonas a sus receptores
especificos en la membrana de los espermatozoides daria lugar a una serie de respuestas en
intervalos de tiempo mas cortos (respuestas rapidas).

Estudios realizados a lo largo de las dos ultimas décadas indican que la incubacion con Py, in
vitro, estimula varias funciones espermdaticas como la hiperactivacidon, quimiotaxis,
capacitacion y reaccién acrosémica (Muratori et al., 2009 ; Gimeno-Martos et al., 2017). En el
caso del E,, su funcién parece mas controvertida, y mientras que para algunos autores parece
ser la de modular/inhibir los efectos de la P, sobre la hiperactivacién (Fujinoki, 2010), la
capacitacion (Sebkova et al., 2012) o la reaccion acrosdmica (Vigil et al., 2008), otros sugieren
un efecto estimulador sobre la capacitacidn, reaccién acrosémica y capacidad fecundante
(Mohamed et al., 2011 ; Gimeno-Martos et al., 2017).



3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La progesterona y el estradiol son hormonas esteroideas presentes en el fluido folicular y en
las cercanias del ovocito, secretadas por las células del cumulus y por las células de la
granulosa respectivamente (Wang et al., 2001). Se han descrito receptores especificos para
estas hormonas en la membrana de los espermatozoides ovinos (Gimeno-Martos et al., 2017).

Ademas de los estudios que describen la implicacién de estas hormonas en la capacitacion,
estudios recientes sugieren que estas hormonas también podrian aumentar la supervivencia
espermatica y la proteccion frente a los procesos apoptéticos (Aquila et al., 2004 ; De Amicis et
al., 2012). Hasta la fecha no hay estudios acerca de un posible papel crioprotector de estas
hormonas. Si se ha visto que, en otros tejidos, la progesterona mejora la respuesta celular al
dano por frio; se descubrié que inducia la formacién de mielina por células de Schwann
criodanadas en ratones y la mielinizacién de axones en ganglios dorsales de rata bajo
condiciones de cultivo. (Koenig et al., 1995).

Tomando como base los antecedentes expuestos, la hipdtesis que se plantea en este trabajo
es que la P, y el E; pueden disminuir los efectos nocivos que produce el frio en los
espermatozoides ovinos, evitando los cambios relacionados con la criocapacitacion y el
aumento de marcadores apoptoéticos; ejerciendo asi un papel crioprotector.

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

1. Estudiar el efecto que tiene la adicién previa de diferentes dosis de progesteronay
estradiol sobre la motilidad e integridad de membrana de los espermatozoides ovinos
sometidos a una bajada brusca de temperatura a 5 °C (cold-shock).

2. Estudiar el efecto que tiene la adicion previa de diferentes dosis de progesteronay
estradiol sobre el estado de capacitacion de los espermatozoides ovinos sometidos a
una bajada brusca de temperatura a 5 °C (cold-shock).

3. Estudiar el efecto que tiene la adicion previa de diferentes dosis de progesterona y
estradiol sobre los marcadores apoptdticos en los espermatozoides ovinos sometidos
a una bajada brusca de temperatura a 5 °C (cold-shock).



4. MATERIALES Y METODOS
4.1 PROCESADO DE LAS MUESTRAS ESPERMATICAS

4.1.1 Obtencion de las muestras seminales

El semen empleado para los experimentos procede de moruecos adultos, propiedad de la
Asociacidon 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 cuidado de los sementales como la obtencién de las muestras corrieron a cargo del
personal del SEA. El régimen de extracciones de semen al que se ha sometido a los animales ha
sido de tres por semana, 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 parametros de calidad (Ollero et al.,, 1996). Tras la recogida, las muestras se
mantuvieron a 37°C hasta su uso y se trabajé 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 utilizd
el método de swim-up/dextrano. La eliminacion 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 (Garcia-Lopez 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 composicién del
medio para su aplicacién en el lavado de espermatozoides ovinos. Ademads, dado que la
centrifugacion resulta perjudicial para los espermatozoides ovinos, el método no incluye
centrifugacion (Figura 4.1).Esta técnica no es un simple método de lavado, ya que ademas de
la eliminacidon del plasma seminal, permite obtener una poblacién celular enriquecida en
espermatozoides altamente matiles y viables.

MEDIO DE
RECOGIDA

Figura 4.1 Esquema del método de seleccién de espermatozoides mediante swim-up/dextrano.



La composicion del medio utilizado para el swim-up (MS) fue la siguiente: NaCl 50 mM, KCI 10
mM, MgS0,0,4 mM, K,HPO,0,3 mM, HEPES 21 mM, glucosa 2,8 mM, piruvato sédico 0,33 mM,
lactato sédico 18,6mM 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.

Las cantidades empleadas, tanto de muestra seminal, como de medio, para el correcto
desarrollo del swim-up/dextrano fueron las usadas habitualmente en nuestro laboratorio
(Garcia-Lépez et al., 1996). Se colocaron cuidadosamente 500 pl de semen en el fondo de un
tubo cénico de 15 mm de didmetro y sobre él se depositaron 500 ul de MS-Dx (30 mg
Dextrano/ml MS). Esta capa con alta concentraciéon 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 afiadieron lentamente
1500 pl de MS-A (5 mg albumina sérica bovina (BSA)/ml MS). La inclusion de BSA en esta capa
superior evita la aglutinacidon espermatica. Se dejé incubar a 37°C en posicidn vertical durante
15 minutos y se retiraron 750 pl de fase superior que se designd como primer sobrenadante y
seguidamente se anadieron otros 750 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 Refrigeracidn de las muestras

Se optd por un tratamiento incubando directamente las muestras a 5 °C, con una bajada
brusca de temperatura. Para ello se colocaron las muestras obtenidas por swim-up en un bafo
de hielo picado durante 10 minutos. Previamente, nuestro grupo realizd un analisis
comparativo de diferentes tratamientos térmicos de descenso de la temperatura (descenso
controlado y bajada brusca) y concluyé que la bajada brusca hasta 5 °C manifiesta dafios
asociados al frio a todos los niveles: integridad de membrana, motilidad, grado de capacitacion
y marcadores apoptdticos. A la vista de estos resultados se decidié escoger este tratamiento
para valorar el posible efecto protector de la progesterona y el estradiol en las muestras
refrigeradas.

4.1.4 Valoracion del efecto de la hormona

Previo al tratamiento de refrigeracién (cold-shock), las muestras obtenidas tras el swim-up se
incubaron con P, o con E,. Las hormonas se disolvieron en dimetilsulféxido (DMSO) y PBS y se
afiadié a las muestras para conseguir unas concentraciones finales de 100 pM, 10 nM y 1 uM,
respectivamente. Como se ha comentado, P, y E, se pueden encontrar en el tracto
reproductor femenino, en el fluido folicular y en las cercanias del ovocito a concentraciones
micromolares (Wang et al., 2001), sin embargo existe probablemente un gradiente de
concentracién desde las proximidades del ovocito hasta las zonas mas distales. Es por esto que
elegimos dicho abanico de concentraciones abarcando las distintas posibilidades. La
concentracion final de DMSO en todas las muestras fue del 0,1/1000 (v/v). También se sometid
a esta refrigeracion a un grupo control incubado con la misma concentracién de DMSO (sin



hormona) para si asegurar que el efecto resultante observado sea consecuencia Unicamente
de las hormonas anadidas. El disefio experimental planteado se muestra en la Figura 4.2

Control (Swuim-up) Control (DMSO) Hormona [100 pM| Homoma [10 nM] Hormona [1 pM]

Figura 4.2. Disefio del experimento principal de este trabajo.

4.2 EVALUACION DE LAS MUESTRAS ESPERMATICAS

4.2.1 Célculo de la concentracion espermatica

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

C=n? espermatozoides contados x 10° ml x espermatozoides/ml

dilucion ~
4.2.2 Analisis de la motilidad espermatica

La determinacién de la motilidad espermatica se llevd a cabo utilizando un sistema
automatizado de andlisis espermatico conectado a un ordenador (CASA, computerassisted
semen analysis), concretamente el ISAS 1.0.4 (Integrated Semen AnalysisSystem. Proiser SL,
Valencia, Espafia). 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 diluciéon en un portaobjetos y se observé con objetivo 10x en un
microscopio con contraste de fases, analizandose la motilidad mediante el programa ISAS. Se
analizaron 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
clasificandolos en funcidon de su movimiento en estaticos y métiles (lentos, medios y rapidos).
Ademads proporciona valores de motilidad total (MT) (% de espermatozoides mdtiles) y
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motilidad progresiva (MP) (% de espermatozoides que se mueven siguiendo una trayectoria
recta).

4.2.3 Evaluacion de la integridad de la membrana plasmatica

La integridad de la membrana espermatica se evaalué mediante el método del ioduro de
propidio/diacetato de carboxifluoresceina (PI/CFDA) descrito por Harrison y Vickers (Harrison
and Vickers, 1990). Esta técnica se basa en la distinta fluorescencia que se observa en los
espermatozoides tras su incubaciéon con estos dos colorantes, en funciéon de su viabilidad
(entendida 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 (rojo) 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 coloracion 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 DNA, 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 adicion de formaldehido 1,7 mM para la inmovilizacién de las células con objeto de
lograr una mejor observacién. A continuacién las muestras se incubaron en estufa y en oscuridad a
37 °C durante 15 minutos.

Las muestras se analizaron con un citémetro de flujo FC 500 (BeckmanCoulter, Fullerton, CA),
que usa un laser de argdn a 488 nm. La fluorescencia se observé 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 PIl-/CFDA+ (con
membrana intacta) y espermatozoides Pl+ (con membrana dafiada).

10°— =
N1 N2 Membrana daiiada
102_§
° =
5 o
< 10 =
- =
L ]
1u°—;
El " .I- .e -- L u
§ Membra_na intacta
A) B) i P R~
FL1 Log

Figura 4.3 A) Doble tincién de los espermatozoides ovinos con yoduro de propidio y carboxifluoresceina
como se observaria con microscopia de fluorescencia en filtro B-22 (filtro de excitacién 450-490 nm) y G-
22 (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 FLA4.
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4.2.4 Determinacion del estado de capacitacion

4.2.4.1 Tincion 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 tincion en funcién de la distribucion
intracelular de ese catién. Dependiendo de los distintos estados fisioldgicos del
espermatozoide, existen diferentes patrones de fluorescencia que permiten hacer una
diferenciacidn entre células no capacitadas, capacitadas y reaccionadas (Gillan et al., 1997). En
este estudio se empled 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 preparé 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
paso por un filtro de 0,22 um (Millipore Ibérica, Madrid, Spain) y se ajusto el pH a 7,8.

Para efectuar la tincion 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 pl de una
solucion de paraformaldehido (paraformaldehido al 1,25% (p/v) en tampon Tris-HCI 0,5M, pH
7,4). Se colocé una gota de 6ul de cada muestra en un portaobjetos y se le afadieron 3ul de
DABCO (antifadding, Sigma Chemical Co., Madrid, Spain) para preservar la fluorescencia; se
colocé el cubreobjetos y se selld la preparacidon con esmalte transparente, siempre efectuando
los procesos protegidos de la luz.

Figura 4.4 Espermatozoides ovinos tefiidos con CTC y visualizados con microscopia de fluorescencia
filtro V-22 y 1000x. Se pueden distinguir espermatozoides no capacitados (NC), capacitados ©, y
reaccionados ®.

Se observé con un microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E-400) equipado con un filtro V-
22 (filtro de 420-490 nm de excitacidon y 510 nm de emision) y usando objetivo de inmersidn
con aumento 100x, se evaluaron unos 200 espermatozoides. Se apreciaron tres tipos distintos
segln el patrdn de tincidn (Fig. 4.4): no capacitados (NC, distribucién 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 (R, sin fluorescencia en la
cabeza).
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4.2.4.2 Deteccion de la fosforilacion de residuos de tirosina de las proteinas de membrana
espermaticas

Extraccion de proteinas espermaticas

Se extrajeron las proteinas de membrana, por el método descrito por Colas y col. (Colas et
al., 2008). A 80 ul de cada muestra conteniendo 1,6 x 10%células/ml se les afiadieron 100
pl del medio de extraccién (ESB, ExtractionSample 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 % (siendo la concentracion 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 bafo de arena.
Después se centrifugd a 15000 xg 5 minutos, a temperatura ambiente y se recogié el
sobrenadante, desechando el precipitado formado. Para finalizar, se afiadieron 2-
mercaptoetanol y glicerol, a una concentracion 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 usaron geles de acrilamida del 10% vy 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 himedo, modelo Mini-Protean 3 Cell y el
modulo Mini Trans-Blot® de BioRad.

Tras realizar la transferencia de las proteinas, los sitios no especificos de las membranas
se bloquearon incubandolas 1 hora con 5% BSA (w/v), a temperatura ambiente en un
tampdn fosfato salino (NaCl 3,13 g/l, KCI 0,2 g/l, Na,HPO, 1,44 g/l, KH,PO, 0,24 g/l, y
Tween-20 0,5%, pH 7,4).

La deteccién de la fosforilacién de tirosinas de las proteinas de membrana se realizo a
través de la incubacién de las membranas durante toda la noche a 4 °Ccon el anticuerpo
primario monoclonal anti-fosfotirosinas (clone 4G10® Millipore #05-321), diluido 1/1000
en 0,1 PBS Tween-20 con 1% BSA. Tras efectuar tres lavados de 10 minutos de duracién
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 sistema OdisseyClx (Li-CorBiosciences). 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 de forma correcta. Se cuantifico la sefial para determinar la intensidad relativa de las
bandas de fosfotirosinas de las proteinas con el programa Quantity One software (Bio Rad,
Hercules, CA, USA).
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4.2.5 Determinacidn de parametros apoptoticos

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 apoptéticos se transloca a la cara externa para que la
célula sea reconocida por los fagocitos y ser asi 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
deteccidn, usando un microscopio de fluorescencia o un citdmetro de flujo. En este trabajo se
us6 Annexin V, FluoresceinConjugate (Lifetechnologies), que marca a las células con inversion
de FScon fluorescencia verde, junto con ioduro de propidio (Pl), que posibilita 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 estd dafiada) y Anex-/Pl- (sin inversién de FS y
membrana intacta).

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

N2
Anex+/Pl+

FL4 Log

Anex+/PI-

» (13

FL1 Log
Figura 4.5 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 dano en el DNA

La fragmentacién del DNA se considera otro signo de apoptosis celular. En este trabajo esa
fragmentacion se evalué mediante la técnica TUNEL (terminal deoxynucleotidyltransferase-
mediated d-UTP nickendlabelling), usando el kit comercial In situ celldeathdetection kit,
fluorescein, de ROCHE. Esta tincién estd basada en la utilizacién de la enzima TdT que aiade
nucledtidos unidos a fluoresceina a los extremos 3’ libres del DNA fragmentado.

Para ello se tomaron alicuotas de lasdiferentes muestras y se diluyeron con PBS, hasta una
concentracion final de 4x10’ células/ml (en un volumen de 100 pl). Posteriormente se afiadi6
100 pl de solucion de fijaciéon (PBS al 4% de paraformaldehido) y se incubaron las muestras
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durante 1 hora en movimiento (rueda de incubacién) a temperatura ambiente (20-25 °C). A
continuacién se lavaron 2 veces con PBS (600 xg, 10 min.)y se incubaron con solucién de
permeabilizacién (0,1% de Triton X-100, 0,1% de citrato sodico) durante 2 minutos a 4 °C. Se
volvieron a realizar dos lavados con PBS (600 xg, 10 min.)y se agregd la mezcla de reaccién
proporcionada por la casa comercial. Se incubd durante 1 hora a 37 °C en oscuridad (rueda de
incubacién) 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).

102 TUNEL+
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s
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Figura 4.6 Diagrama representativo de la fragmentacion del DNA, evaluado mediante citometria de
flujo, empleando el fotodetector FL1.

4.2.5.2 Determinacidn de la actividad caspasa

Las caspasas son proteasas intracelulares implicadas en el proceso de apoptosis. Para la
determinacidn de la actividad de caspasas se utilizo el kitVibrant® FAM™ Caspase-3 y -7 Assay
(Invitrogen), que estd fundamentado en el la metodologia FLICA® (fluorescentinhibitor of
caspases, o inhibidor fluorescente de las caspasas). EIl compuesto inhibidor de caspasas que
utiliza 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 sefial 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 ul de la soluciéon de tincion y se
incubaron las muestras durante 1 hora en estufa a 39 °C y 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+.
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Figura 4.7. 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 andlisis estadisticos se realizaron a través del software
GraphPadInStat (3.01; San Diego, CA, USA). Se realizd el andlisis estadistico x? comparando
todas las muestras para determinar si existian diferencias significativas en la motilidad, en el
estado de capacitacién, en la integridad de membrana y los marcadores apoptéticos. Ademas,
se empled un analisis de varianza (one-way ANOVA) para la cuantificaciéon del Western de
fosfotirosinas.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 EFECTO DE LA ADICION PREVIA DE DIFERENTES DOSIS DE PROGESTERONA
SOBRE ESPERMATOZOIDES SOMETIDOS A REFRIGERACION

Se analizé el efecto de diferentes dosis de progesterona (100 pM, 10 nM 6 1 uM) afadidas a
los espermatozoides ovinos antes de ser refrigerados de forma brusca (cold-shock) a 5 °C
durante 10 minutos. Se evaluaron cambios en la motilidad, la integridad de membrana, el
estado de capacitacién (tincion con CTC y Western Blot de fosfotirosinas) y los parametros
apoptoticos (actividad de caspasas, inversion de fosfatidilserina y fragmentacién del DNA).

5.1.1 Motilidad

Al evaluar la motilidad espermatica se observé una disminucidn significativa en el porcentaje
de espermatozoides motiles totales (P<0,001) en las muestras refrigeradas (con y sin hormona)
en comparacion con la muestra swim-up (Figura 5.1). Un resultado légico ya que, como se ha
comentado, la pérdida de motilidad es uno de los efectos del cold-shock. Sin embargo, la
adicion de P, antes de la refrigeracion, dio como resultado un mayor porcentaje de
espermatozoides moétiles en comparacion con la muestra refrigerada sin hormona (control)
(P<0,001 para 100 pM y 1 uM; P<0,01 para 10 nM de P, en comparacion con el control).

A la vista de los resultados, la progesterona parece tener un papel protector en el
mantenimiento de la motilidad ante el dafio por frio. Sin embargo, no se observaron efectos
en el porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva.

16



1001

eoe 3 Métiles Totales
U) ’ . .
5 bkl Métiles Progresivos
'S L
o
N
=)
)
£
)
o
0
o
i E
1
Q ™
Q
N

Figura 5.1 Porcentaje de espermatozoides con motilidad total y progresiva en las muestras sin refrigerar
(swim-up) y refrigeradas sin hormona (control) o con diferentes dosis de progesterona (100 pM, 10 nM

*** p<0,001 comparando con

o 1 uM P,) aiadidas previamente. Valores medios + error estandar (n=4).
la muestra de swim-up, *®*P<0,001 comparado con la muestra control, e P<0,01 comparado con la

muestra control.

5.1.2 Integridad de membrana

El descenso en la integridad de membrana producido por la refrigeraciéon a 5 °C (Figura 5.2),
fue todavia mds acusado que en la motilidad. Nuevamente se observan diferencias
significativas entre las muestras refrigeradas frente al swim-up (P<0,001) aunque, en este caso,
ninguna de las concentraciones de hormona usadas parece capaz de proteger frente a este
dafio por frio (las diferencias entre las muestras refrigeradas con hormona con respecto a la
muestra refrigerada control no son siginifcativas).
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Figura 1 Porcentaje de espermatozoides con membrana integra en muestras sin refrigerar (swim-up) y
refrigeradas sin hormona (control) o con diferentes dosis de progesterona (100 pM, 10 nM 6 1 uM P,)
afiadidas previamente. Valores medios + error estandar (n=4). *** P<0,001 comparando con la muestra
de swim-up
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5.1.3 Estado de capacitacion

Al someter muestras espermaticas a refrigeracion, los espermatozoides sufren modificaciones
en la membrana de la cabeza del espermatozoide debido a la redistribucién de fosfolipidos y a
la salida de colesterol (Langlais et al., 1981). Asi pues, son mas reactivos y quedan en un estado
parcialmente capacitado (Watson, 1995); fendmeno conocido como criocapacitacion.

5.1.3.1 Tincidn con clorotetraciclina

Al evaluar el estado de capacitacion mediante la tincién con CTC, si se observaron diferencias
significativas (P<0,05) entre las muestras refrigeradas con y sin progesterona (Figura 5.3). La
adicién de progesterona a una concentracion final de 100 pM antes de la refrigeracién,
mantuvo un mayor porcentaje de espermatozoides no capacitados en comparacién con la
muestra refrigerada control. Estos resultados sugeririan que esta hormona podria tener cierto
efecto protector frente a la criocapacitacidn o capacitacion prematura asociada al frio.

En cuanto a los espermatozoides reaccionados, parecen aumentar de forma significativa
(P<0,05) a una concentracion de P, de 1 uM con respecto al control (Figura 5.3). Los resultados
corroboran los obtenidos recientemente en la especie ovina por nuestro grupo de
investigacién (Gimeno-Martos et al., 2017) y estdn en concordancia con los descritos en otras
especies de mamiferos acerca del papel de la P, como inductor de la reaccién acrosémica
(Witte and Schafer-Somi, 2007 ; Baldi et al., 2009).
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Figura 5.3 Porcentaje de espermatozoides no capacitados, capacitados y reaccionados en muestras sin
refrigerar (swim-up) y refrigeradas sin hormona (control) o con diferentes dosis de progesterona (100
pM, 10 nM o 1 uM P,) afiadidas previamente. Valores medios * error estandar (n=4). *** P<0,001
comparando con la muestra de swim-up, ® P<0,05 comparando con la muestra control.
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5.1.3.2 Evaluacion de la fosforilacion en residuos de tirosinas

La fosforilacidn en residuos de tirosina de las proteinas de membrana plasmatica es un evento
asociado a la capacitacién espermatica (Grasa et al., 2006). En este estudio, el porcentaje de
espermatozoides capacitados se vio disminuido al incubar las muestras refrigeradas con una
concentracién de P, de 100 pM con respecto al control refrigerado (Figura 5.3). Sin embargo,
no se observaron cambios en la fosforilacién de residuos de tirosina (Figura 5.4). Esto se
explicaria porque la capacitacion es un proceso secuencial que implica varias rutas de
sefalizacion, y un compuesto puede tener efecto sobre una de las manifestaciones del
proceso, como el cambio en la localizacidon intracelular del calcio evidenciado por la tincidn con
CTC, y no sobre otras.
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Figura 5.5 Westernblot representativo
de los obtenidos con anticuerpos
antifosforirosina de proteinas
extraidas de espermatozoides de las
muestras sin refrigerar (swim-up (1)) y
refrigeradas sin hormona (control (2))
o con diferentes dosis de
progesterona (100 pM (3), 10 nM (4) o
1 uM (5) P,) afiadidas previamente.
PM= marcador de peso molecular de
10 a 250 kDa.

Figura 5.4 Cuantificacion por densitometria del total
de proteinas fosforiladas en tirosinas en muestras
sin refrigerar (swim-up) y refrigeradas sin hormona
(control) o con diferentes dosis de progesterona
(100 pM, 10 nM 0 1 uM P,) afadidas previamente.
Valores medios + error estandar (n=3)

5.1.4 Marcadores apoptoéticos

El primero de los marcadores apoptdticos analizados, la inversién de la fosfatidilserina, no
mostré diferencias significativas entre las muestras refrigeradas con y sin hormona.
Unicamente se observé un aumento significativo (P<0,001) del porcentaje de espermatozoides
positivos para este marcador al refrigerar las muestras (Figura 5.6).
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Figura 5.6 Porcentaje de espermatozoides con inversidn de fosfatidilserina (anexina +) en muestras sin
refrigerar (swim-up) y refrigeradas sin hormona (control) o con diferentes dosis de progesterona (100
pM, 10 nM o 1 uM P,) afiadidas previamente. Valores medios + error estandar (n=4). *** P<0,001
comparando con la muestra de swim-up.

Cuando se analizé el porcentaje de espermatozoides con caspasas activas, se observd un
aumento significativo (P<0,001) del porcentaje de espermatozoides con actividad caspasa tras
la refrigeracién, es decir, un aumento de caspasas activas (Figura 5.7). Las diferencias entre las

muestras refrigeradas con hormona y las muestras refrigeradas control son minimas y, en
cualquier caso, no significativas.
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Figura 5.7 Porcentaje de espermatozoides con caspasas activas (caspasa +) en muestras sin refrigerar
(swim-up) y refrigeradas sin hormona (control) o con diferentes dosis de progesterona (100 pM, 10 nM

o1 puM P,) afiadidas previamente. Valores medios * error estdndar (n=4). *** P<0,001 comparando con
la muestra de swim-up.
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Los resultados de estos marcadores (Figura 5.6 y Figura 5.7), corroboran uno de los efectos
descritos del cold-shock sobre los espermatozoides; el aumento de los parametros apoptdticos
(Del Valle et al., 2010).

Los resultados del tercer marcador apoptético analizado (Figura 5.8), la fragmentacién del
DNA, no muestran diferencias significativas entre las muestras sometidas a 5 °C durante 10
minutos ni en comparacion con el swim-up. Una posible explicacién a estos resultados, podria
ser que el choque térmico sea tan corto en cuanto a duracién que apenas da tiempo a
desencadenar los mecanismos de dafio en el DNA por frio.

2.0- Fragmentacion del DNA

T

% Tunel +

Figura 5.8 Porcentaje de espermatozoides con fragmentacion del DNA (Tunel +) en muestras sin
refrigerar (swim-up) y refrigeradas sin hormona (control) o con diferentes dosis de progesterona (100
pM, 10 nM o 1 uM P,) afiadidas previamente. Valores medios + error estandar (n=4).

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

De la misma forma que para la progesterona, se analizd el efecto de diferentes dosis de
estradiol (100 pM, 10 nM y 1 uM) afiadidas a los espermatozoides ovinos antes de ser
refrigerados de forma brusca (cold-shock) a 5 °C durante 10 minutos. Se evaluaron cambios en
la motilidad, la integridad de membrana, el estado de capacitacion y los parametros
apoptoticos.

5.2.1 Motilidad

Al evaluar la motilidad espermatica se observd una disminucidn significativa en el porcentaje
de espermatozoides motiles totales (P<0,001) en las muestras refrigeradas (con y sin hormona)
en comparacién con la muestra swim-up (Figura 5.9). Sin embargo, la adicion de E, antes de la
refrigeracién a unas concentraciones finales de 100 pM y 10 nM, dio como resultado un mayor
porcentaje de espermatozoides moétiles en comparacién con la muestra refrigerada sin
hormona (control) (P<0,001 y P<0,01 respectivamente).

A la vista de los resultados, el estradiol parece tener un papel protector en el mantenimiento
de la motilidad ante el dafio por frio. Sin embargo, al igual que ocurria en el estudio de
progesterona, no se observaron efectos en el porcentaje de espermatozoides con motilidad
progresiva.
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Figura 5.9 Porcentaje de espermatozoides con motilidad total y progresiva en las muestras sin refrigerar

(swim-up) y refrigeradas sin hormona (control) o con diferentes dosis de estradiol (100 pM, 10 nM o 1

UM E,) afiadidas previamente. Valores medios * error estandar (n=4). ***

P<0,001 comparando con la
muestra de swim-up, ®®eP<0,001 comparado con la muestra control, ee P<0,01 comparado con la

muestra control.

5.2.2 Integridad de membrana

El descenso en la integridad de membrana producido por la refrigeracion a 5 °C (Figura 5.10),
fue notablemente significativo (P<0,001). Sin embargo, al igual que ocurria en el caso de la P,,
ninguna de las concentraciones de hormona usadas parece capaz de proteger frente a este
dafio por frio (las diferencias entre las muestras refrigeradas con hormona con respecto a la
muestra refrigerada control no son siginifcativas).
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Figura 5.10 Porcentaje de espermatozoides con membrana integra en muestras sin refrigerar (swim-up)
y refrigeradas sin hormona (control) o con diferentes dosis de estradiol (100 pM, 10 nM 6 1 uM E,)

Fok ok

afadidas previamente. Valores medios * error estandar (n=4). P<0,001 comparando con la muestra

de swim-up.
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5.2.3 Estado de capacitacion

5.2.3.1 Tincidn con clorotetraciclina

Al evaluar el estado de capacitacidn mediante la tincion con CTC se observd el efecto
criocapacitante, producido por el cold-shock, tal y como se observa en la Figura 5.11. A
diferencia de lo observado al incubar con P,, la adicién de E, no refleja cambios significativos
en ninguna de las tres concentraciones usadas.
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Figura 5.11 Porcentaje de espermatozoides no capacitados, capacitados y reaccionados en muestras sin
refrigerar (swim-up) y refrigeradas sin hormona (control) o con diferentes dosis de estradiol (100 pM, 10
nM o 1 uM E,) afiadidas previamente. Valores medios * error estandar (n=4). *** P<0,001 comparando
con la muestra de swim-up.

5.2.3.2 Evaluacion de la fosforilacion en residuos de tirosinas

Al evaluar la fosforilaciéon en residuos de tirosinas, no se apreciaron diferencias significativas
entre las distintas muestras tal y como se observa en la Figura 5.12.

De igual forma que ocurria para la P4, esto podria explicarse ya que la capacitacién es un
proceso secuencial que implica varias rutas de sefializacién, y un compuesto puede tener
efecto sobre una de las manifestaciones del proceso, como el cambio en la localizacion
intracelular del calcio evidenciado por la tincidon con CTC, y no sobre otras.
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Figura 5.12 Cuantificacion por densitometria del total de
proteinas fosforiladas en tirosinas en muestras sin refrigerar
(swim-up) y refrigeradas sin hormona (control) o con
diferentes dosis de estradiolprogesterona (100 pM, 10 nM o
1 uM E,) afiadidas previamente. Valores medios * error
estandar (n=3)

5.2.4 Marcadores apoptoéticos

PM1 2 3 4 5

Figura 5.13 Westernblot representativo de
los obtenidos con anticuerpos
antifosforirosina de proteinas extraidas de
espermatozoides de las muestras sin
refrigerar (swim-up (1)) y refrigeradas sin
hormona (control (2)) o con diferentes
dosis de progesterona (100 pM (3), 10 nM
(4) o 1 uM (5) E,) afadidas previamente.
PM= marcador de peso molecular de 10 a
250 kDa.

Cuando se analizé la inversidn de la fosfatidilserina, no se observaron diferencias significativas
en el porcentaje de espermatozoides con inversidon entre las muestras refrigeradas con vy sin
hormona. Unicamente se observé un aumento significativo (P<0,001) del porcentaje de
espermatozoides positivos para este marcador al refrigerar las muestras (Figura 5.14).

Inversion de la fosfatidilserina
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Figura 5.14 Porcentaje de espermatozoides con inversidn de fosfatidilserina (anexina +) en muestras sin
refrigerar (swim-up) y refrigeradas sin hormona (control) o con diferentes dosis de estradiol (100 pM,
10 nM o 1 pM E,) afiadidas previamente. Valores medios + error estandar (n=4). *** P<0,001
comparando con la muestra de swim-up.
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Al analizar el porcentaje de células con caspasas activas, también se observd un aumento
significativo (P<0,001) de este marcador apoptdtico tras la refrigeracion (Figura 5.15). Sin
embargo, las diferencias entre las muestras refrigeradas con hormona y las muestras
refrigeradas control no fueron significativas.
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Figura 5.15 Porcentaje de espermatozoides con caspasas activas (caspasa +) en muestras sin refrigerar
(swim-up) y refrigeradas sin hormona (control) o con diferentes dosis de estradiol (100 pM, 10 nM o 1
UM E,) afiadidas previamente. Valores medios + error estandar (n=4). *** P<0,001 comparando con la
muestra de swim-up.

Sin embargo, cuando se analizé la fragmentacién del DNA, no se observaron diferencias
significativas entre las muestras refrigeradas y sin refrigerar (Figura 5.16). De la misma forma
que ocurria en los resultados vistos para la P, (Figura 5.8), una posible explicacién seria la corta
duraciéon del tratamiento de refrigeracidn que apenas da tiempo a desencadenar los
mecanismos de dafio en el DNA por frio. La incubacidn previa con E, no dio lugar a ninguna
diferencia en el porcentaje de espermatozoides con DNA dafiado.
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Figura 5.16 Porcentaje de espermatozoides con fragmentacién del DNA (Tunel +) en muestras sin
refrigerar (swim-up) y refrigeradas sin hormona (control) o con diferentes dosis de estradiol (100 pM, 10
nM o 1 uM E,) afadidas previamente. Valores medios + error estandar (n=4).
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6. CONCLUSIONES

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

e La progesterona, afiadida a una concentracién de 100 pM, 10 nM y 1 uM antes de la
refrigeracion, aumenta de manera significativa la motilidad con respecto a la muestra
refrigerada control, ejerciendo asi un papel protector frente al dafo por frio.

e La progesterona, anadida a una concentracion de 100 pM antes de la refrigeracion,
disminuye de manera significativa alguno de los eventos relacionados con la
capacitacidn provocada por el frio, como la distribucién intracelular del calcio evaluada
por tincién con clorotetraciclina.

e El estradiol, afiadido a una concentracion de 100 pM y 10 nM antes de la refrigeracion,
aumenta de manera significativa la motilidad con respecto a la muestra refrigerada
control, ejerciendo asi un papel protector frente al dafio por frio.

e Ni la progesterona ni el estradiol parecen tener efecto protector frente al incremento
de los marcadores apoptdticos inducidos por el choque térmico (cold-shock).

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

e Progesterone added at concentration 100 pM, 10 nM and 1 uM before cold-shock,
increases significantly the motility compared to the control cooled sample, thereby
showing a protective role against cold damage.

e Progesterone added at concentration 100 pM before cold-shock, ruduces significantly
some of the events related to cryocapacitation such as intracellular calcium
distribution evaluated by CTC.

e Estradiol added at concentration 100pM and 10 nM before cold-shock, increases
significantly the motility compared to the control cooled sample, thereby showing a
protective role against cold damage.

e Neither progesterone nor estradiol appears to have a protective effect against the
increase of apoptotic markers induced by cold-shock.
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