EFECTO DE ANANDAMIDA SOBRE LA
CAPACITACION PREMATURA DE
ESPERMATOZOIDES PORCINOS
SOMETIDOS A CONGELACION

Maria Elizabet Buritica Henao

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias Agrarias, Departamento de Produccion Animal
Medellin, Colombia
2016






EFECTO DE ANANDAMIDA SOBRE
LA CAPACITACION PREMATURA DE
ESPERMATOZOIDES PORCINOS
SOMETIDOS A CONGELACION

Maria Elizabet Buritica Henao

Trabajo de investigacion presentada como requisito parcial para optar al titulo de:
Maestria en Ciencias Agrarias

Director:
Delmis Omar Camargo Rodriguez
MVZ, MS, PhD

Linea de Investigacion:
Reproduccion Animal
Grupo de Investigacion:
GENES GAMETOS Y EMBRIONES

Universidad Nacional de Colombia
Facultad, de Ciencias Agrarias, Departamento de Produccién Animal
Medellin, Colombia
2016






Dedicatoria

A mi esposo e hijos por la paciencia y apoyo
para lograr la culminacion de esta etapa.



Contenido VI

Agradecimientos

A mi familia por acompafiarme en este proceso, con su paciencia y amor.

A la empresa Alimentos Carnicos S.A.S., por facilitar las muestras de semen para la

realizacion del trabajo.

Al Laboratorio de Reproduccion Animal de la Universidad Nacional de Colombia sede
Medellin y al Laboratorio de Reproduccion de la SIU de la Universidad de Antioquia por

facilitar los equipos para la realizacion del trabajo.

A todas aquellas personas que me ayudaron en este proceso con su apoyo,

acompafiamiento y paciencia.



Vi

Resumen

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de diferentes concentraciones de
Anandamida (AEA) como factor anticapacitante del espermatozoide congelado-
descongelado. Se uso el semen de 12 reproductores porcinos, cada eyaculado se dividio en
4 fracciones correspondientes a 4 tratamientos, de los cuales hubo un control y tres
concentraciones de AEA (1 uM-Al-, 10 uM-A10- y 100 uM-A100-), Se procedi6 a la
congelacion. En el semen pos-descongelacion se evaluaron los siguientes parametros:
movilidad total (MT), movilidad progresiva (MP), integridad de membrana plasmatica
(IMP), funcionalidad de membrana plasmatica (HOST), espermatozoides sin reaccion
acrosomica (NRA), espermatozoides no capacitados (NCAP), pardmetros de velocidad,
pardmetros de angularidad y oscilacion de la cabeza . En los resultados obtenidos del
semen congelado — descongelado, no se encontraron diferencias significativas en las
variables evaluadas (p>0,05). Se encontr6 correlacion de NCAP, HOST, NRA y IMP con
los parametros cinéticos, indicando la importancia de la integridad y funcionalidad de las
membranas espermaticas para activar su funcion de capacitarse, tener reaccion acrosémica
y fertilizar. No hubo correlacion entre HOST con NCAP, NRA e IMP. Como conclusion,
la AEA puede ser utilizada en los procesos de crio-congelacion de espermatozoides
porcinos para controlar la presentacion de crio—capacitacion de espermatozoides

congelados — descongelados.

Palabras clave:

Capacitacion espermatica, Criopreservacion Semen, Reproduccion, Semen
congelado, Verraco.
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Summary

The aim of this study was to evaluate the effect of different concentrations of anandamide
(AEA) as decapacitation factor of frozen-thawed sperm. Semen from 12 boar was used,
each ejaculate was divided into 4 fractions corresponding to 4 treatments, one as control
and three levels of AEA (1 uM-Al-, 10 uM-A10- y 100 uM-A100-), after treatment,
semen was frozen. Semen after thawing was valued using the following parameters: Total
motility (TM), progressive motility (PM), plasma membrane integrity (PMI) functionality
plasma membrane (HOST), sperm without acrosome reaction (NAR), sperm do not
capacitated (NCAP), speed parameters, angularity and swing parameters of the head. No
significant differences in the variables assessed (p>0,05), There was correlation between
NCAP, HOST, NAR and PMI with the kinetic parameters, indicating the importance of
integrity and functionality of sperm membrane to activate its role capacitating, have
acrosome reaction and fertilizing. No correlation between HOST with NCAP, NRA and
PML. In conclusion, the AEA can be used in the process of freeze pig sperm to control the

presentation of cryo — capacitation of frozen - thawed sperm.

Keywords: Boar, Frozen semen, Reproduction, Sperm capacitation, Semen

cryopreservation.
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Introduccion

El sector porcicola ha ido realizando importantes esfuerzos en términos del desarrollo de la
productividad de la industria de la carne de cerdo, buscando mejorar su competitividad al
interior de la cadena productiva, con miras a fortalecer su participacion en el mercado
interno y crear opciones en el mercado externo de proteina animal. Esto se ha visto
reflejado en el crecimiento del sector, los avances en la tecnificacion de las explotaciones
porcicolas y en el mejoramiento de los pardmetros productivos, dando como resultado un
producto de excelente calidad, contribuyendo en un aumento del consumo de carne de
cerdo (Asociacion Colombiana de Porcicultores - Fondo Nacional de la Porcicultura,

2016).

A pesar de casi 40 afios de investigacion en la congelacion de semen porcino, los
resultados de fertilidad no son suficientemente satisfactorios para uso comercial debido a
que no ha alcanzado los resultados obtenidos con semen refrigerado (Williams S., et al.,
2015). No obstante los adelantos logrados en materia de congelaciéon de semen en
mamiferos, la congelacion de semen porcino, pese a sus potenciales bondades, es aun hoy
un proceso ineficiente dada la elevada sensibilidad de estas células espermaticas a las bajas
temperaturas de congelacion y al tiempo y temperatura de descongelacion (Williams S., et

al., 2015).

La inseminacién artificial con semen congelado como técnica reproductiva aporta una
serie de ventajas, tales como: una amplia difusion del material genético del verraco
seleccionado que alcanza para inseminar un mayor niumero de hembras (Gadea, J., 2004;
Yeste, M., 2015); se evaltia continuamente la capacidad de los verracos de producir
espermatozoides de calidad suficiente para asegurar la fecundacion; se puede mejorar el

control de los resultados reproductivos de la explotacion; disminucion en el numero de



16

verracos por hembra, por tanto se reduce los costos de adquisicion, alojamiento,
alimentacion, etc., ese dinero ahorrado puede ser destinado a la compra de verracos de
mejor calidad genética; permite el intercambio de material genético a larga distancia y
durante un periodo muy largo (afios); creacion de bancos genéticos, de interés evidente en
el caso de la conservacion de razas en peligro de extincion y de grandes posibilidades para
la conservacion de lineas o extirpes de especial interés (Thilmant, 2010; Williams S., et al.,

2015; Yeste, M., 2015).

No obstante, la inseminacion con semen congelado es muy limitada, no mas del 1% de las
inseminaciones realizadas a nivel mundial usan este tipo de semen mientras el 99% de las
restantes, son realizadas con semen preservado de 15 a 18°C en forma liquida (Williams
S., et al., 2015). Historicamente, a nivel mundial, el uso del semen congelado ha
permanecido muy bajo. De menos del 0,5% en 1985 a aproximadamente 1% a principios
de siglo, no obstante se vislumbra un enorme potencia (Bailey, et al., 2008). Hoy en dia se
ha alcanzado mejoras en los resultados en el porcentaje de paricion (81,1%) y lechones
nacidos totales (13,0 = 4) , llegando a ser cerca de los resultados con semen refrigerado
(81,1% y 13,8 + 3,6) (Didion, Braun, & Duggan, 2013). Por esto existe un enorme interés
por parte de las empresas genéticas en el logro de mayores desarrollos de esta
biotecnologia [Revisado por (Saravia, 2008); Knox, 2016)]. El principal factor que ha
frenado la expansion de esta biotecnologia es la disminucion significativa de la vida media
de los espermatozoides congelados/descongelados (Ramid, et al., 2008), lo cual se traduce
en tasas de prefiez de 70-80% en condiciones de apareamiento controlado, cuando las
logradas con inseminacion artificial con semen liquido refrigerado son de mas del 90%
(Bolarin, et al., 2006; Eriksson, Petersson & Rodriguez-Martinez, 2002; Williams S., et al.,
2015). Otro factor en contra de esta aplicacion biotecnoldgica es el menor tamafio de
camada obtenido, siendo de 1 a 3 lechones menos que los obtenidos cuando el semen

liquido refrigerado es usado (Almlid & Hofmo, 1996; Williams S., et al., 2015).

Uno de los problemas que se presenta al congelar semen porcino es la presencia en la
membrana plasmatica del espermatozoide de una mayor proporcion de acidos grasos poli-

insaturados, una menor relacion colesterol:fosfolipidos y wuna mayor relacion
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fosfolipidos:proteinas, lo que hace de la membrana celular del espermatozoide porcino una
de las mas sensibles al enfriamiento entre las especies domésticas (Williams S., et al.,
2015). La desestabilizacion de la membrana plasmatica y la capacitacion prematura de los
espermatozoides, son los signos derivados del enfriamiento y la congelaciéon que mas se
han documentado (Cerolini, et al., 2001). Los endocanabinoide estdn presentes en el
organismo tanto en el macho como en la hembra para prevenir la capacitacion prematura
de los espermatozoides antes de llegar al oviducto (itsmo), en donde se debe realizar este
proceso (Bernabo, et al., 2012) Un espermatozoide se debiera capacitar una vez se ubica
en el oviducto (istmo) (Sansegundo, 2008), poco antes o durante la ovulacion. La
capacitacion prematura del espermatozoide como consecuencia del enfriamiento y/o los
radicales libres, conlleva a reacciones acrosomales espontdneas, al acortamiento de la vida
media del espermatozoide y en consecuencia a la disminucion de su capacidad fecundante

(Bailey, et al., 2008).

En cuanto al efecto regulatorio ejercido por los endocanabinoides sobre la capacitacion de
espermatozoides, existen varios reportes relacionados con la tematica. El primer trabajo
relacionado especificamente con el efecto regulador negativo de los endocanabinoides
sobre movilidad (Rossato, 2008) y la capacitacion de los espermatozoides porcinos fue
publicado en 2005 (Maccarrone, et al., 2005). Aunque las publicaciones relacionadas con
las funciones de los endocanabinoides sobre la fisiologia reproductiva son crecientes
(Grimaldi, et al. 2009; Talevi, et al., 2010; Francavilla, et al., 2009; Gervasi, et al., 2009;
Taylor, et al., 2007; Rossato, 2008; Aquila, et al., 2010; Aquila, et al., 2010 a).

En la tltima década se ha producido un aumento significativo en la evaluacion del papel
de los endocannabinoides en la regulacion de la reproduccion de los mamiferos, se ha
identificado diferentes receptores especificos para los endocannabinoides y la
demostracion que la mayoria de especies pueden producir diferentes endocannabinoides

tales como la anandamida (AEA) (Rossato, 2008).

La accion biologica de la AEA estd controlada a través de mecanismos celulares que atin

no se han caracterizado totalmente. En los ultimos afios la AEA ha emergido como un
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actor esencial en la participacion de la supervivencia de los espermatozoides, movilidad,

capacitacion y reaccion acrosomica (Maccarrone, 2009 a).

El espermatozoide para adquirir la capacidad de fertilizacion después de ser eyaculado,
debe someterse a cambios bioquimicos, procesos que implica la modificacion de iones
intracelulares (Macarrone, 2009 a), morfologicos (remodelacion lipidica de la membrana
plasmatica). Asi mismo, es necesario que haya una fluidez de la membrana plasmatica,
metabolismo y movilidad (Macarrone, 2009 a), eventos conocidos como capacitacion
(Rossato, 2008). La capacitacion se da por cambios ocurridos en dos sitios: 1) en la
cabeza del espermatozoide que le permite unirse a la zona pelucida e induce la reaccion
del acrosoma; y 2) en el flagelo, donde se facilita la motilidad hiperactivada del
espermatozoide (Wang, et al., 2006). Se ha evidenciado que estos procesos son inhibidos
por los endocannabinoides a través de la de la activacion de receptores CBIR y TRPV1 en
el espermatozoides (Macarrone, 2009). Rossato (2008) ha demostrado que la AEA induce
disminucién de la actividad mitocondrial del espermatozoide (Rossato, et al, 2005,
Macarrone, 2009 a), afectando la movilidad del espermatozoide sin afectar la viabilidad de

éste.

En el presente trabajo se busco identificar el efecto de la AEA para inhibir la capacitacion
prematura de los espermatozoides porcino post descongelacion, permitiendo asi aumentar
su viabilidad e integridad de membranas del espermatozoide durante el proceso de

congelacion, utilizando tres diferentes concentraciones.

Como objetivo general fue evaluar comparativamente tres concentraciones de AEA en
relaciéon con su efecto sobre la inhibicion de la capacitacion de los espermatozoides
porcinos sometidos a congelacion.

Los objetivos especificos fueron:

v Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de la AEA sobre la capacitacion

prematura de los espermatozoides porcinos post descongelacion.
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v' Determinar el efecto de la AEA sobre la integridad de membrana plasmatica en

espermatozoides porcinos post descongelacion.

v" Medir el grado de capacitacion en espermatozoides porcinos post descongelacion

tratados o no con AEA mediante:

Integridad de la membrana plasmatica (IMP),
Capacitacion espermatica

Hipermovilidad del espermatozoide
Reaccion de membrana acrosémica (RMA)

Funcionalidad de Membrana por medio del test hipo osmético (HOST)
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Espermatozoide

Gameto masculino, el cual a través de cambios originados desde una célula somatica
(célula primordial germinal o espermatogonia) se convierte en una célula especializada

(espermatozoide) capaz de fecundar un ovocito (De Jonge & Barratt C, 2006) (Figura 1.1).

Espermatogénesis

Espermatogonia Espermatozoide maduro
Pk AT
-@ 4 N
Oviducto de la hembra 374 A
. . . = ,-,,{
° ° pu —) hl:"‘l\ :'if
- - - / \\“_‘\' ;i:;
/ A e / \'".'»#‘r':- L
Eyaculado
Fertilizacion

Figura 1.1. Paso de una espermatogonia a espermatozoide maduro durante su proceso
espermatogénico, logrando ser capaz de fertilizar el ovocito dentro del oviducto de la

hembra.
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1.1.1 Estructura Espermatica

Durante la espermatogénesis se da el reordenamiento de las estructuras de la célula para
transformarse en un espermatozoide. El espermatozoide esta formado por cabeza y cola o

flagelo y ambas estan cubiertas por una membrana plasmatica (De Jonge, & Barratt, 2006).

En la cabeza encontramos el acrosoma, necesario para penetrar el ovocito cuando

reacciona y el nucleo, el cual lleva el material genético transferido por el macho.

La cola se divide en tres porciones: la pieza intermedia en donde se ubican las
mitocondrias encargadas de generar el movimiento del espermatozoide, la pieza principal
y pieza terminal encargados de dar la direccion del espermatozoide al momento de

moverse (Barth & Oko, 1989).

Acrosoma

Membrana Plasmatica
Cabeza

Nucleo

Cuello

Pieza Intermedia

Membrana
Plasmatica

=—  Pieza Principal

\_Y_}

Pieza Terminal

Figura 1.2 Estructura espermatica: Compuesto de cabeza en donde encontramos el nicleo
y el acrosoma; el cuello que es la union de la cabeza con el flagelo o cola; la pieza
intermedia compuesta por las mitocondrias encargadas de generar el movimiento del
espermatozoide; la pieza principal y pieza terminal encargadas de dar la direccion durante
el desplazamiento del espermatozoide.
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1.1.2 Membrana Plasmatica y Membrana Acrosomal

Los espermatozoides de los mamiferos eutarianos poseen una membrana plasmatica que
recubre su cabeza y cola (De Jonge, & Barratt, 2006). La membrana plasmatica es un
sistema sofisticado y organizado que incluye diferentes dominios (Toshimori, 2009;
Toshimori, 2011). En esta membrana hay una variedad de funciones moleculares que
juegan un papel importante en los eventos que conllevan a la fertilizacion (Thosimori,

2011).

Ambas membranas estdn formadas por proteinas lipidos activos, capaz de responder a
ciertas sefiales permitiendo modificar las funciones del espermatozoide. Una de estas
funciones es la reaccion acrosdmica, es un evento que ocurre cuando se da la unién del
espermatozoite con el ovocito, permitiendo que el espermatozoide penetre sus capas.

(Rios, et al., 2010)

En la figura 1.3 observamos la ubicacion en la cabeza de la membrana plasmadtica y

acrosomal.

~ - ——3 Membrana Pasmaitica

/ = Membrana Acrosomal Interna

/ Membrana Acrosomal Externa

Figura 1.3 Ubicacion de la membrana plasmatica y acrosomal en la cabeza del

espermatozoide.
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1.2 Maduracion Espermatica

Los espermatozoides de mamifero se someten a modificaciones morfoldgicas,
bioquimicas, fisiologicas e inicialmente en el testiculo (maduracion testicular) y mas tarde
en el epididimo (maduracion del epididimo) (Toshimori, 2003; Dacheux, Gatti &
Dacheux, 2003). Estos cambios madurativos son proporcionales a los eventos funcionales
que se producen en el desarrollo de las células germinales y la maduracion de
espermatozoides. El ultimo paso de la maduracion espermatica se lleva a cabo en ¢l a lo
largo de los tubulos del epididimo donde hay funciones de secrecion y reabsorcion muy
activas, siendo capaz de crear cambios secuenciales en la composicion del fluido luminal
produciendo cambios en el espermatozoide, hasta llevarlo a su total maduracion (Dacheux,
Gatti & Dacheux, 2003). Varios pasos de los procesos de maduracion en la membrana
plasmatica del espermatozoide estdin mediadas por enzimas y secreciones externas
derivadas del epitelio de revestimiento del tracto genital. La degradacion de algunas de las
proteinas constituyentes y la eliminacion de los espermatozoides defectuosos son
controlados por el sistema de degradacion. Estas modificaciones son necesarias para la
maduracion de espermatozoides para convertirse en células competentes para fertilizar

(Toshimori, 2003).

1.3 El Eyaculado

El eyaculado del reproductor porcino se compone de espermatozoides (fraccion rica) que
provienen de la cola del epididimo y de plasma seminal (fraccion pobre) proveniente de las
glandulas sexuales accesorias. Durante la recoleccion del semen, el eyaculado se realiza en
varias fases. La primera fase proveniente de las glandulas accesorias, principalmente las
bulbouretrales, su funcion es limpiar el conducto uretral, la cual no se recoge debido a que
es una porcion contaminada y sin espermatozoides, la segunda fase es espermatica y
secreciones de las vesiculas seminales y prostata, la tercera fase es proveniente de las
glandulas sexuales accesorias principalmente de la prostata y vesiculas seminales y

contiene pocos espermatozoides (Saravia, 2008; Rodriguez-Martinez, et al., 2011).
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1.3.1 Plasma Seminal

El plasma seminal se obtiene de las gldndulas sexuales accesorias, su contenido
proporciona fructosa, péptidos, proteinas, prostaglandinas, entre otros (Cotton & Fisher,
2015). El plasma seminal tiene una participacion del 95% del volumen del eyaculado
(Saravia, 2008). Las proteinas del plasma seminal tienen una amplio accion, y algunos
parecen responsable de establecer la viabilidad y fertilidad del espermatozoide (Rodriguez-

Martinez, et al., 2011).

1.3.2 Espermatozoides

Los espermatozoides eyaculados son los que se encuentran almacenados en la ultima
porcion del epididimo (cola del epididimo). Estan presentes en la segunda fraccion del
eyaculado (Rodriguez-Martinez, et al., 2011), denominada como fraccion rica de

espermatozoides.

1.4 Evaluacion Espermatica

La evaluacion espermadtica es importante para determinar de cierta forma la calidad y
viabilidad de los espermatozoides para llegar a fertilizar. Tradicionalmente la calidad del
semen ha sido evaluada por medio del espermiograma clasico, basado en el andlisis
macroscopicos (volumen, color, olor, pH) y microscopicos (Gadea, 2001; Gadea, 2008;

Saravia, 2008; Acosta, J., 2005). Se realiza evaluaciones rutinarias en donde se mide:

* Evaluacion del volumen y concentracion espermatica.
* Evaluacion de la movilidad y desplazamiento del espermatozoide.
* Evaluacion de la morfologia por medio de tincién espermatica donde se determina

el porcentaje de espermatozoides normales.



24

1.5 Capacitacion Espermatica

El espermatozoide porcino, como la mayoria de los espermatozoides de euterianos, no
tienen la capacidad de fertilizar inmediatamente después de ser eyaculados. Para poder
fertilizar, los espermatozoides requieren de un periodo de permanencia en el tracto
reproductivo femenino por algunas horas antes de la ovulacion. Durante este periodo de
permanencia los espermatozoides sufren unas modificaciones fisiologicas y ultra
estructurales como parte de un proceso al que se le ha llamado capacitacion y el cual
finalmente los habilita para fertilizar a un oocito ovulado (Austin, 1952; Chang, 1951;

Rossato, 2008).

Los principales signos de capacitacion son el remodelamiento de la superficie de la célula
espermadtica y la hiperactivacion de su movilidad. Dentro de los cambios en la arquitectura

de la membrana espermatica se encuentran:

* La aparicion en el area de la zona apical de microdominios de lipidos similares (balsas
lipidicas o parches), altamente enriquecidos con proteinas necesarias para la uniéon a la
zona pelacida y para la reaccion acrosomal (Boerke, et al., 2008; Khalil, et al., 2006;
Shadan, et al., 2004). La asociacion glicoesfingolipidos-colesterol encontrada alli esta

involucrada con vias transduccionales especificas (Buffone, et al., 2009; Tanphaichitr,

et al., 2007).

* La activacion de las enzimas que “desestabilizan” la membrana (flip-flop) las cuales

hacen que:

1) Se pierda la normal asimetria transversal de los fosfolipidos de la membrana con
la consecuente exposicion de la fosfatilidiletanolamina y fosfatidilserina en la
cara externa de la bicapa lipidica (Harrison & Gadella, 2005),

ii) Se facilite la remocion del colesterol por parte de la albumina (Flesch, et al.,

2001).
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i) Se facilite la entrada de calcio (Cérdoba, et al., 1997; Zhou, et al., 1990; Tanja
& Sabine, 2007; Baldi, et al., 1991; Breitbart, 2002; Collin, et al., 2000).

La exposicion de los espermatozoides a moléculas capacitantes (bicarbonato, calcio,
albumina o lipoproteinas de alta densidad —HDL), causan la salida de colesterol,
activacion del eje AMPc-PKA vy fosforilacion de residuos de tirosina (p-Y) en proteinas
especificas ricas en este aminoacido (Travis & Kopf, 2002; Visconti et al., 1999).
Corriente abajo el efecto se caracteriza por desorganizacion y desestabilizacion de la
membrana con el consecuente aumento de su fluidez, disminucidon de su permeabilidad
y aumento de su fusogenicidad (entre membrana plasmatica y membrana acrosomal
externa). La fosforilacion de las proteinas (Dube, et al., 2003; Krapf, et al., 2010;
Morgan, et al., 2008; Satorre, et al., 2007; Satorre, et al., 2009; Visconti, 2009) la
pérdida de la asimetria transversal (exposicion externa de fosfatidilserina) (Boarelli, et
al., 2007; Flesch, et al., 2001; Saravia, et al., 2007), la pérdida de la homogeneidad
externa (formacion y reorganizacion de balsas lipidicas) (Van Gestel, et al., 2005;
Cross, 2004; Selvaraj, et al., 2007) y el aumento de la permeabilidad (aumento
intracelular de calcio) (Cérdoba, et al., 1997; Zhou, et al., 1990; Tanja & Sabine, 2007;
Baldi, et al., 1991; Breitbart, 2002; Collin, et al., 2000), son considerados marcadores

moleculares de la capacitacion.

La fosforilacion de proteinas es una modificacion postraduccional que le permite a la
célula regular varios procesos celulares. El espermatozoide maduro es altamente
compartimentalizado, transcripcionalmente inactivo e incapaz de sintetizar nuevas
proteinas. Por lo tanto, la modificacion de proteinas ya existentes es un importante
medio para modificar la funcidon espermatica (Grasa, et al., 2009). En varias especies,
incluyendo el raton (Visconti, et al., 1995), el humano (Luconi, et al., 1996), los
bovinos (Galantino-Homer, et al., 1997) y los cerdos (Flesch, et al., 1999) ha sido bien
documentado que la capacitacion parece estar asociada con la fosforilacion de tirosinas
de proteinas espermaticas. En cerdos, la fosforilacion de tirosinas de una o mas
proteinas con masas moleculares de 32 KDa podrian estar asociadas con la capacitacion

(Tardif, et al., 2001; Dube, et al., 2003).
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1.6 Reaccion Acrosomica

El espermatozoide alcanza su total madurez al tener la cualidad de capacitarse, indicando
su preparacion para realizar su reaccion acrosémica cuando esté en contacto con la zona
peltcida del ovocito (Florman, Jungnickel &Sutton, 2008; Young, et al., 2009). Las
moléculas presentes en el acrosoma generan una respuesta fisioldgica adecuada para el
reconocimiento entre el espermatozoide y el ovocito, logrando asi producirse la reaccion
acrosomica. (Rios, et al., 2010; Tanphaichitr, et al., 2007). A nivel morfoldégico el
acrosoma contiene enzimas hidroliticas, capaz de producir una exocitosis la cual es
regulada por el metabolismo de fosfoinositidos, Ca " entre otros, generando una fusion
entre la membrana plasmatica y la membrana acrosomal externa, quedando la membrana
acrosomal interna como la nueva membrana acrosomal, en el proceso se forman unas
vesiculas encargadas de liberar su contenido enzimdatico a medida que penetra la zona

peltcida del ovocito (Rios, et al., 2010; Tanphaichitr, et al., 2007).

Una cascada de acontecimientos ocurre cuando se da la reaccién acrosémica, en donde
uno de ellos es la entrada de Ca ™ provocando un aumento de Na' intracelular y la salida
de H', dando como resultado un aumento en el pH intra acrosomal, activindose
determinadas enzimas necesarias para traspasar la zona peltcida del ovocito (Rios, et al.,

2010; Darszon, et al., 1999)

1.7 Integridad de membrana plasmatica

La integridad de la membrana plasmatica es importante no solo para garantizar el
metabolismo de la célula espermadtica, sino que los cambios que ocurre en ella son
necesarios para el proceso de fecundacion (Gadea, 2008; Rubio-Guillén, Quintero-Moreno
& Gonzélez-Villalobos, 2009; Rios, et al., 2010). Entre las funciones principales de la
membrana plasmatica, estd la de poseer fluidez (Macarrone, 2009 a). El proceso al que se
somete el espermatozoide de congelacion — descongelacion afecta la integridad de la

membrana (Rubio-Guillén, Quintero-Moreno y Gonzalez-Villalobos, 2009).
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Para la medicion de la integridad de membranas se han utilizado varios métodos como las
tinciones vitales como la eosina — nigrosina (Gadea, 2008), en donde solo se tifien los
espermatozoides que tienen su membrana plasmatica danada y tinciones fluorescentes
como el SYBRI14-PI, actuando como indicador de la integridad de la membrana
plasmatica, el SYBR14 tifie de verde las cabezas de espermatozoides cuando la membrana
es integra es permeable y el PI tifie de rojo la cabeza del espermatozoide cuando la

membrana plasmatica esta dafiada (Medrano & Holt, 1998; Nagy, et al 2003).

1.8 Funcionalidad de membrana plasmatica

La integridad funcional y estructural de la membrana plasmatica espermatica es crucial
para la viabilidad de los espermatozoides (Lechniak, Kedzierski, & Stanislawski, 2002;
Rubio-Guillén, et al., 2009).

Para analizar la funcionalidad de las membranas se han desarrollado diversas técnicas
entre las que se encuentran el test de endésmosis o hiposmético (Gadea, 2008). La
evaluacion de la funcionalidad de la membrana plasmatica se realiza por medio del
principio del HOST, se basa en el transporte de agua a través de la membrana de cola de
los espermatozoides bajo condiciones hipo osmoticas. La prueba permite evaluar el estado
funcional de la membrana de esperma, al estar la membrana funcional ocurre una
expansion esférica de la membrana que cubre la cola y esto hace que el flagelo reaccione
provocando que se enrolle (Lechniak, Kedzierski, & Stanislawski, 2002; Gadea 2008). La
capacitacion implica varios cambios como la eliminacion de las moléculas que recubren la
membrana de la cabeza del espermatozoide, los cambios en la fluidez de la membrana y la
concentracion de iones intracelular (Green & Watson, 2001). Por lo tanto la integridad de
la membrana, asi como su funcionalidad puede verse afectada por el proceso de

congelacion y descongelacion como lo demuestra Harrison, Ashworth & Miller (1996).
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1.9 Hiperactivacion Espermatica - Analisis Espermatico Por

CASA

En cuanto al otro signo relacionado con la capacitacion, la hiperactivacion, se propone que
es disparada por el aumento del calcio en el interior de la célula espermatica (Suarez,
Vincenti, & Ceglia, 1987; Marquez, Ignotz, & Suarez, 2007; Xia, et al., 2007; Ren & Xia,
2010; Harayama, H., 2013). Un espermatozoide hiperactivado se caracteriza por su batido
flagelar asimétrico y de mayor amplitud y su desplazamiento progresivo (Suarez, 2008;
Suarez, et al., 1992; Schmidt & Kamp, 2004; Kay & Robertson, 1998; Harayama, 2013).
Estas tres condiciones son necesarias para que el espermatozoide se libere del epitelio del
reservorio espermatico en el itsmo, ascienda nadando por el moco oviductal hasta la union
itsmo-ampular (Rodriguez-Martinez, 2007; Harayama, 2013) y una vez frente al ovocito
maduro, penetre su cumulos oophorus y finalmente su zona pelucida (Suarez, 2008). La
movilidad espermatica, no obstante las posibles inconsistencias (Rodriguez-Martinez,
2006), es el parametro mas frecuentemente usado para medir la viabilidad de un eyaculado
o el potencial fértil de una muestra de espermatozoides (Rodriguez-Martinez, 2006;
Tomlinson, Kessopoulou & Barratt, 1999). La poblacion espermatica total presente en el
eyaculado de cerdo es muy heterogénea en cuanto a movilidad (Abaigar, et al., 1999;
Abaigar, Barbero & Holt, 2005; Harayama, H., 2013), lo cual permite subdividirla, segiin

este parametro, en diferentes subpoblaciones (Ramio, et al., 2008).

En la mayoria de los casos la determinacion, cuantificacion y analisis de la movilidad se
realiza mediante un examen visual subjetivo. Aunque es un método practico, barato y
rapido y con una correlaciéon probada con la fertilidad, los resultados obtenidos son
contradictorios (Tardif, et al., 1999; Sellés, et al., 2003) y variables (Popwell & Flowers,
2004; Gadea, Sellés & Marco, 2004). La Medicion de la movilidad estd sujeta a gran
variacion intra e inter observadores. Aunque el andlisis espermatico asistido por
computador (CASA) no estd exento del todo de estos sesgos comunes (Amann & Katz,
2004; Mortimer, 2000) y otros exclusivos (Katkov & Lulat, 2000), se ha reconocido su

gran utilidad sobre todo cuando se trata de determinar el grado de cambio en la movilidad
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de una poblacion espermadtica bajo procesamiento (antes/después) discriminado inclusive

por subpoblaciones (Suarez, 2008).

1.10 Movilidad Espermatica - Analisis Espermatico Por

Computador

El CASA adelanta sus evaluaciones con base en los parametros de la cinética de
espermatozoides individuales reconstruidos a partir Unicamente del movimiento de sus
cabezas. La instrumentacion del CASA usualmente no permitia el analisis del movimiento
flagelar producto de la hiperactivacion espermatica (Mortimer, 1997), hoy en dia se ha
mejorado el sistema permitiendo identificar la cinética espermdtica (Amann & Waberski,
2014). Adicionalmente, un umbral minimo para la amplitud del desplazamiento lateral de
la cabeza también debe ser programado el cual se relaciona con la distancia recorrida por
la cabeza del espermatozoide en su movimiento lado a lado a medida que este avanza y se
considera como una medicion indirecta de la amplitud del batido flagelar (Suarez, 2008).
Una vez definidos y programados los valores umbrales para diferenciar entre
espermatozoides hiperactivados y no-hiperactivados es posible determinar cudles de ellos
lo estan mediante la cuantificacion con el CASA del desplazamiento lateral de sus cabezas,
velocidad curvilinea, linealidad y bamboleo (Schmidt & Kamp, 2004). Otra ventaja final
atribuida a esta ayuda diagnostica asistida por computador es que puede medir
detalladamente estos pardmetros en cientos de espermatozoides simultineamente en menos

de un minuto.

1.11 Crio-capacitacion

Los procesos de refrigeracion y congelacion inducen en los espermatozoides cambios
similares a la capacitacion los cuales se cree son responsables de su reducida vida media y
en consecuencia de su reducida capacidad fertilizante (Cormier, et al., 1997; Bailey,

Bilodeau, & Cormier, 2000; Maxwell & Johnson, 1997). Los Espermatozoides
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congelados/descongelados no requieren de periodos de incubacion preliminar para adquirir
la capacidad fertilizante (Fuller & Whittingham, 1996), sufren facilmente reaccion
acrosomal (Clarke & Johnson, 1987; Gillan, et al., 1999) y exhiben una vida media

acortada en tracto reproductivo femenino.

Dependiendo del método usado para evaluar la capacitacion, estos cambios pueden o no
pueden ser detectados. Pefa, et al., (2004) y Green & Watson (2001) encontraron que
aunque la congelacion-descongelacion no incrementd los espermatozoides capacitados
(basados en la prueba de Merocianina-540) (Pefia, et al., 2004; Green & Watson, 2001),
los cambios en la concentracion intracelular de calcio si fueron similares a los observados
en la capacitacion espermatica (Green & Watson, 2001). Un enfriamiento moderado de los
espermatozoides (a 10°C) acelera los signos de capacitacion en cuanto a la respuesta a los
ionoforos (Petrunkina, et al., 2005). En esas células desestabilizadas en donde las
modificaciones de la membrana plasmdtica y la entrada de calcio suceden muy
rapidamente, la capacitacion ocurre muy temprano seguida en consecuencia de
degeneracion de sus membranas antes de la unidon con el ovocito (Petrunkina, et al.,
2005a). Asi, la vida media del espermatozoide congelado - descongelado una vez en el
tracto reproductivo femenino es mas corta que la de los espermatozoides depositados alli
mediante un eyaculado fresco. Se estima que los procesos en los mejores protocolos de
criopreservacion preservan la sobrevivencia celular en un 50% (Holt & Medrano, 1997;
Johnson, et al., 2000; Bailey & Cormier, 2000). A este proceso de capacitacion irregular
inducido por el enfriamiento se le conoce como “crio-capacitacion” (Watson, 1995; Black,

2015).

1.12 La Anandamida: aspectos moleculares

La anandamida (araquidonoiletanolamida, AEA) pertenece a un grupo de los lipidos
enddgenos, que incluyen amidas, ésteres y éteres de acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga, denominado colectivamente 'endocannabinoides' (Mechoulam, 2002; De

Petrocellis, Cascio & Di Marzo, 2004). Une a receptores canabinoides tipo 1 y tipo 2
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(CB1R y CB2R), lo cual le confiere la capacidad de realizar multiples y variadas acciones
en el sistema nervioso central (Fride, 2002) y en el periférico (Parolaro, et al., 2002)
sistemas nerviosos. La AEA ejerce su accion después de su captacion por parte de la célula
la cual se lleva a cabo mediante un transportador de membrana de AEA llamado AMT
(AEA-membrane transporter -AMT) (Hillard & Jarrahian, 2003), seguido por la
degradacion a etanolamina y 4cido araquidonico por la 4cido graso amida hidrolasa
(FAAH) (Bisogno, De Petrocellis & Di Marzo, 2002; Bracey, et al., 2002). Los receptores
vaniloides tipo 1 (ahora llamado receptores de potencial transitorio VI o TRPV1),
proteinas de seis pasos trans-membranales con sus terminales N y C intracelulares (Jordt
& Julius, 2002), han demostrado ser activados por AEA (De Petrocellis, et al., 2001) por lo
cual este lipido es considerado también un verdadero 'endovaniloide ' (Van der Stelt & Di

Marzo, 2004).

La AEA es sintetizada en huevos de erizo de mar (Bisogno, et al., 1997) y en los testiculos
de roedores, oviducto y utero (Schuel, et al., 2002a). Cabe destacar que el utero contiene
los mas altos niveles de AEA detectados en los organos de mamiferos, incluyendo el
cerebro (Paria y Dey, 2000). Por su parte, se ha demostrado que las células espermaticas
del verraco tienen la NAPE-PLD, enzima sintetizadora de AEA (Okamoto, et al., 2004), y

que, ademas, contienen AEA endogena.

En el pasado se ha demostrado que los testiculos de rata sintetizan AEA (Sugiura, et al.,
1996), compuesto que también se ha detectado en el plasma seminal humano a
concentraciones nanomolares (Schuel, et al., 2002a). La presencia de los receptores CB1
en células de Leydig y su participacion en la secrecion de testosterona ha sido demostrada
en ratones, mientras que se ha demostrado que las células de Sertoli de raton también
poseen receptores CB2, AMT y FAAH (Wenger, et al., 2001). Estos hallazgos han
conducido a la hipotesis que la red endocannabinoide puede jugar un papel en la
regulacion de la fertilidad masculina (Maccarrone, et al., 2003). Se ha sugerido que la
sefializacion asociada a la AEA regula las funciones de los espermatozoides necesarias
para la fertilizacion en humanos (revisado en Schuel, et al., 2002b), tesis reforzada por los

continuos hallazgos de CB1R en estas células (Rossato, et al., 2005).
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La administracion cronica a animales del principio activo de la cannabis, el A9-
tetrahidrocannabinol, induce impotencia (Murphy, et al., 1994), reduce la produccion y
secrecion de testosterona asi como la motilidad y la viabilidad de los espermatozoides
(Hall & Solowij, 1998). La unién de AEA a un receptor CB presente en espermatozoides
de erizo de mar ha demostrado reducir su capacidad de fertilizacion (Chang, et al, 1993;.
Schuel, et al., 1994), y homogeneizados de estos animales fueron capaces de convertir N -

arachidonoyl-fosfatidiletanolamina (NArPE) en AEA (Bisogno, et al., 1997).

Se ha reportado que AEA reduce la motilidad del esperma humano mediante la reduccion
de la actividad mitocondrial, y que también inhibe la reaccion del acrosoma inducida por
la capacitacion (Rossato, et al., 2005). Estos efectos de la AEA fueron impedidos por la
SR141716, antagonista de la CB1R antagonista, lo que sugiere que la activacion requiere

CBIR (Rossato, et al., 2005).

En lo que a capacitacion se refiere, la anandamida se considera inhibitoria.
Espermatozoides incubados bajo condiciones capacitantes en presencia de Met-AEA fallan
en suftrir reaccion acrosomal inducida por extractos de zona pelucida. La capacitacion,
consistente en una serie de modificaciones funcionales y estructurales de la célula se
caracterizan por un aumento en los niveles de AMPc intracelulares. La capacidad de
bicarbonato para estimular de capacitacion in vitro se ha relacionado con la activacion de
la adenilato ciclasa en la célula spermatica (Chen, et al., 2000). Se sugiere que el efecto
inhibidor de Met-AEA sobre la capacitacion depende de su capacidad para reducir los
niveles intracelulares de cAMP, un efecto tipico mediado por CBIR (Di Marzo, et al,
2002; Howlett, et al, 2002 ). Los efectos del antagonista selectivo SR141716 CB1R y del
andlogo permeable 8Br-AMPc apoyan la hipdtesis de que la actividad de la AEA en la
capacitacion espermatica estd mediada por CB1R (Maccarone, et al., 2005). Estos ultimos
datos dan fondo bioquimico a las observaciones anteriores sobre espermatozoides
humanos, cuya motilidad se reduce por Met-AEA (Schuel, et al., 2002), por A9-
tetrahidrocannabinol (Whan, et al., 2004) o por AEA (Rossato, et al ., 2005).
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2 METODOLOGIA

2.1 Reproductores

Se utilizaron 12 verracos maduros entre 1 y 2,5 afios de edad, de la lineas genética de
Alimentos Céarnicos, con fertilidad probada en campo, mantenidos bajo las mismas
condiciones de manejo, alojados en corrales de 6 m2, con disponibilidad de agua a
voluntad y con alimento balanceado nutricionalmente para reproductores, ubicados en las
instalaciones del Centro de Inseminacion Artificial (CIA) de la granja porcicola La
Genética, de la empresa Alimentos Carnicos S.A.S., en la vereda El Chuscal del municipio

de La Ceja, departamento de Antioquia.

2.2 Recoleccion y congelacion de semen

El protocolo utilizado por la granja fue el propuesto por Pefia et al. (2006). Se recogio a
partir de la segunda fraccion del semen eyaculado (rica en espermatozoides) hasta terminar
su eyaculacion, obteniéndose por el método manual (mano enguantada) y recibido en un
recipiente termo aislado con filtro de tela no tejida. Se le hizo recoleccion de semen a 12
reproductores porcinos con fertilidad probada en campo. Los eyaculados para ser incluidos
en el trabajo debieron cumplir con un minimo de 70% de espermatozoides con movilidad
individual (Saravia, et al., 2005), evaluado en el laboratorio del CIA y un 75% de
espermatozoides normales (Saravia, et al. 2005) evaluado por medio de tincion de eosina-
nigrosina. El eyaculado fue filtrado durante su recoleccion usando un filtro de tela no
tejida. La concentracion, fue estimada en una camara de Biirker y la movilidad individual,
fue estimada en porcentaje por un mismo observador utilizando un microscopio de luz
dotado de platina térmica, fue determinada al momento de la recoleccion. El semen
recolectado fue transportado en una nevera de termo regulada de Schipper ® a 15°C hasta
el Laboratorio de Reproduccién Animal de la Universidad Nacional de Colombia ubicada
en la vereda el Tablacito del municipio de Rionegro, departamento de Antioquia. Luego de

llegar el semen al Laboratorio de Reproduccion Animal, la movilidad individual fue
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estimada de nuevo a los de 60 minutos de estar en incubacidon en su plasma seminal a
temperatura ambiente (20 — 22°C), la muestra se precalent6é a 37°C para su evaluacion de
movilidad por medio del software CASA (HTM-IVOS version 12.3 de HAMILTON
THORNE), comprobando que no se afecté su movilidad inicial. El semen se diluy6 en una
proporcion 1:1 con GOLD LIFE (diluyente comercial de Schipper ®) diluyente I (DI) a
20°C, se empacd en tubos conicos de 50 ml, se llevo a incubacion en una centrifuga
refrigerada (ThermoFisher Scientific, Modelo Sorvall ST 16R, Germany) a 15°C por 3
horas, para luego ser centrifugado a 800 g / 10 minutos a 15°C (Saravia, et al., 2005;
Gadea, et al., 2005; Matas, et al., 2007; Eriksson, & Rodriguez-Martinez, 2000).

Recoleccion de semen

l Se traslada el semen al laboratorio

Evaluacién seminal

[ |z| u|:x [:: [

Concentracién
espermdtica en

camara de Biirker

Descenso de temperatura en la

centrifuga refrigerada y
centrifugacién a 15°C

Evaluacién de la
Cinética espermatica
en el CASA

Figura 2.2.1. Proceso de recoleccion de semen, evaluacion y centrifugacion del semen.
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2.2.1 Tratamientos con Anandamida

Luego de la centrifugacion, el sobrenadante de los tubos se descartd y se midié su volumen
y concentracion espermatica (Céamara de Biirker) para estimar la cantidad de
espermatozoides descartados, que fue descontada de la poblacidon espermatica inicial. El
precipitado se diluy6 con un segundo diluyente (DII: 80 ml (80% (v/v) 310 mM B-lactosa
+ 20 ml yema de huevo) en relacion de una parte de semen por dos de diluyente (Saravia,
et al., 2005). El semen diluido se dividi6 en cuatro alicuotas para ser suplementado asi:
tratamiento 1: control sin AEA; tratamiento 2: 1 uM de AEA; tratamiento 3: 10 uM de
AEA,; tratamiento 4: 100 uM de AEA. A los 4 tratamientos se le adicioné 500 pM de o —
tocoferol como parte del diluyente de congelacion (figura 2.2.1). Se realizd un segundo
descenso de temperatura de 15°C a 5°C a razén de 0.2°C/minuto. Luego de alcanzar los
5°C el semen se diluy6 con un tercer diluyente (D III) compuesto de 89.5 ml de DII + 9
ml glicerol y 1.5 ml Equex STM (Nova chemicals Sales Inc., Scituate, MA, USA, el cual
es equivalente al Orvus Es Paste) en una proporcion de dos partes de semen y una de DIII,
para una concentracion final de 3% de glicerol y a una concentracion espermatica final de
1x10° espermatozoides/ml (Saravia, et al., 2005; Gadea, et al., 2005), las alicuotas se
empacaron en pajillas francesas IMV de 0. 5 ml y selladas con ultrasonido (empacadora y
selladora IMV, France) antes de iniciar el proceso de congelacion a una temperatura de

5°C.

Figura 2.2.1.1. Adicion a las alicuotas del eyaculado cada tratamiento de AEA
(concentraciones: 1 uM, 10 uM y 100 uM). Alcanzado los 5°C se procede a empacar y
sellar las pajillas.
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2.2.2 Tazas de Enfriamiento

Cada tratamiento se sometid a enfriamiento entre 5°C y — 5°C (figura 2.2.2) a una tasa de
disminuciéon de 3°C/minuto y entre -5°C y -120°C a una tasa de disminucion de
temperatura de 50°C/minuto, en vapores de nitrégeno utilizando una plataforma ubicada a
una altura de 4 cm sobre el nivel de nitrogeno liquido, de acuerdo con la tasa de
disminucioén de temperatura deseada. Las pajillas congeladas se dejaron estabilizandose
durante cinco minutos a -120°C antes de sumergirlas en nitrégeno liquido a -196°C (Pena

et al. 20006).

Figura 2.2.2.1. Descenso de temperatura en vapores de nitrogeno antes de ser sumergidos
en el nitrégeno liquido.

2.2.3 Protocolo de Descongelacion

La descongelacion se realizo en un bafio maria a 50°C por 12 segundos con el propdsito de
dar a la muestra una temperatura de 20°C a 25°C. Después del proceso de descongelacion,
las muestras se prepararon para las evaluaciones de movilidad individual, hipermovilidad,
de vitalidad, vida media y estado de capacitacion (integridad de membrana plasmatica,
funcionalidad de membrana de plasmatica, reaccion acrosomica y desorden de membrana

lipidica) (Peiia et al. 2006, Gadea, et al., 2005; Medina-Robles, et al., 2008).
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2.3 Evaluacion de la Movilidad

Las evaluaciones de movilidad individual pre y pos-descongelacion se realizaron con el
sistema de analisis espermatico asistido por computador conocido como CASA (Hamilton
Thorne semen analyser, HTM-IVOS version 12.3, Hamilton Thorne Research,
Massachusetts, USA) dotado de platina térmica a 38°C. Para la evaluacion de movilidad
antes de la congelacion se tom6 una gota de semen diluido en DI, un volumen de 5 pL
colocada en un portaobjetos y cubierto con un cubreobjetos, ambos precalentados a 38°C.
La evaluacion pos-descongelacion se realizd después de una semana de permanencia del
semen dentro del contenedor a -196°C. El contenido de la pajilla descongelada fue
colocada en tubos eppendorf precalentados a 38°C, se diluyd el semen en una proporcion
de 1:50 (1 pL de semen en 50 uL de DI) se dejé incubar a 38°C por 10 minutos (min). Se
tomo6 como lectura el porcentaje total de movimiento (MT) y porcentaje de movimiento

progresivo (MP).

2.4 Hipermovilidad

Para la medicion de la cinética pos-descongelacion se us6d el sistema de andlisis
espermatico asistido por computador conocido como CASA (Hamilton Thorne semen
analyser, HTM-IVOS version 12.3, Hamilton Thorne Research, Massachusetts, USA)
(figura 2.4.1). Muestras de semen pos-descongelacion de los respectivos tratamientos
fueron incubadas a 38°C por 10 minutos luego de los cual una alicuota de 5 pL fue
colocada sobre un portaobjetos atemperado a 38°C y cubierto con un cubreobjetos de 25
mm x 25 mm igualmente precalentado. Para este efecto se seguird el procedimiento

descrito por Ramid y colaboradores en 2008 (Ramio, L., et al., 2008).
Se evaluaron los siguientes parametros:

* Velocidad curvilinea (VCL): la velocidad media recorrida por la cabeza del

espermatozoide a lo largo de su trayectoria real (um/s).
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* Velocidad lineal (VSL): la velocidad media recorrida por la cabeza del
espermatozoide a lo largo de una linea recta desde su primera a su ultima posicion
(um/s).

* Velocidad media (VAP): la velocidad media recorrida por la cabeza del
espermatozoide a lo largo de su trayectoria promedio (um/s).

* Cocficiente de linealidad (LIN): (VSL/VCL) x 100 (%).

¢ Cocficiente de rectitud (STR): (VAP/VCL) x 100 (%).

*  Cocficiente de oscilacion (WOB): (VAP/VCL) x 100 (%).

* Amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH): promedio de los
valores extremos (en el plano lateral) recorridos por la cabeza del espermatozoide en
su cabeceo lado a lado en cada ciclo de batido (um).

* Frecuencia del desplazamiento de la cabeza (BCF): frecuencia con la cual la

trayectoria real del espermatozoide cruza el promedio del camino recorrido (Hz).

VCL
AOC

VAP and DAP

VSLand DSL

Fuente: Park, S. (2013).

Figura 2.4.1. Terminologia estandar para las variables medidas por los sistemas de CASA.

2.5 Funcionalidad de la Membrana Plasmatica

Se realizo la prueba de HOST (Test Hipo Osmético), segiin lo descrito por Tartaglione y

Ritta (2004). La solucidén consistié en una solucion hipo osmética de citrato de sodio (7.35
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g / L, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EE.UU.) y de fructosa (13,51 g / L, Sigma
Chemical Co.), con una osmolaridad de 150 mOsm / L. La solucion hipo osmética final se
llevé una osmolaridad final ajustada a 75 mOsm / L (Pérez-Llano, et al.,, 1998) mediante
la preparacion de diluciones seriadas, con un pH de 7,2. Para el semen descongelado se
tom6 40 pL de la muestra diluida en DI y mezclada en un tubo de 1,5 mL con 500 pL de
solucion HOST, se incubd a 37°C por 15 minutos, un total de 200 espermatozoides por
preparacion se observaron en al menos cinco campos diferentes. En la figura 2.5.1 se
toman como membrana plasmatica funcional los espermatozoides que presenten las colas

hinchadas y enrolladas.

. G
b s
o)

Figura 2.5.1 Reaccidn del espermatozoide en un medio hipo-osmotico.

2.6 El analisis de citometria de flujo

Los andlisis de citometria se realizaron en la Unidad de Citometria de la Universidad de
Antioquia. La sefial de fluorescencia se evalu6 en el Citémetro de Flujo Coulter Epics XL.
La fluorescencia fue medida para cada fluoroforo de acuerdo a sus caracteristicas de
excitacion 488 nm (emision, 525-625 nm en los canales FL-1, FL-2 y FL3) y los datos

fueron analizados en el software WinMD 2.9. Siendo expresados como el porcentaje de
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células positivas (marcadas) dentro del total de la poblacion celular analizada (SIU,

Laboratorio de Reproduccion, Unidad de Citometria, Universidad de Antioquia, 2014).

2.6.1 Integridad de Membrana Plasmatica

La integridad de la membrana plasmatica (IMP) se evalué con el kit comercial SYBR-
14/P1 (LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit; Molecular Probes n° catalogo L7011 Eugene,
OR, USA). El colorante SYBR-14 se acumuld dentro de las células vivas emitiendo
fluorescencia verde y en las células afectadas, la membrana nuclear posibilita el paso del
ioduro de propidio (PI), permitiendo que este agente intercalarte se uniera al DNA. La
sefial de fluorescencia se evalud por citometria de flujo. Se tomaron aproximadamente 2 x
10° espermatozoides/mL, los cuales fueron incubados durante 20 minutos a temperatura
ambiente con 3 pL del colorante SYBR-14 (1:100) posteriormente se adiciond 1,5 puL de
PI y se incubd por 5 minutos. Los espermatozoides fueron lavados y llevados a un
volumen final de 0.3 mL en PBS. La evaluacion de la IMP se cuantifico6 como el
porcentaje de células que se unian unicamente al SYBR-14 y emitian fluorescencia
especifica (SIU, Laboratorio de Reproduccion, Unidad de Citometria, Universidad de

Antioquia, 2014).

2.6.2 Capacitacion espermatica

La Merocianina 540 es un colorante hidrofobo que se puede emplear para controlar la
modificacién de composicion de la fosfolipidos de la membrana plasmatica, el aumento de
la intensidad de fluorescencia esta relacionado con el desorden de la membrana lipidica
siendo un indicativo de la capacitacion espermatica (Harrison et al 1996; Gadella &
Harrison, 2000). Para cada ensayo se tomaron aproximadamente 2 x 106
espermatozoides/mL a los que se les adiciono el 1 puL del colorante Merocianina 540 de la
solucion stock 0.5mg/mL y fueron incubados por 20 minutos a temperatura ambiente (SIU,

Laboratorio de Reproduccion, Unidad de Citometria, Universidad de Antioquia, 2014)
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2.6.3 Reaccion de Membrana Acrosomica

Para detectar la reacciéon de membrana acrosomica (RMA) se utilizo el anticuerpo CD46
capaz de reconocer un antigeno de la membrana acrosomica interna de los
espermatozoides. De cada tratamiento se tomaron aproximadamente 2 x 10° células
espermaticas /mL, las cuales fueron incubados durante 30 minutos a temperatura ambiente
con 10 pL del anticuerpo monoclonal CD46-FITC (BD PharMingen San Diego, USA); los
espermatozoides fueron lavados y llevados a un volumen final de 0.3 mL en PBS. Como
control de la técnica se indujo la reaccion acrosomal con 10 uM de ionoforo de calcio
A23187 (Sigma Chemical Company, St Louis, MO, USA) por un periodo de incubacion 3
horas a 37°C/5%CO2. La evaluacion de la RA se cuantificoé como el porcentaje de células
que se unieron al anticuerpo y emitian fluorescencia especifica (SIU, Laboratorio de

Reproduccion, Unidad de Citometria, Universidad de Antioquia, 2014).

2.7 Diseno experimental

El eyaculado de cada reproductor fue diluido 1:1 con DI, se hizo descenso de temperatura
a 15°C, en donde se centrifug6 a 800 g x 10 minutos, se retird el sobrenadante y se
adiciono el DII, luego de calcular la concentracion de espermatozoides; se dividido en
cuatro alicuotas en partes iguales, de las cuales 3 se les adicion6 las diferentes

concentraciones de AEA.
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Macho Bloque Aleatorio
Eyaculado Parcela Anidada
A 10 Control A 100 Al
Subparcelas

Figura 2.7.1. Disefo experimental

El disefio experimental correspondi6 a un disefio de bloques completos al azar, donde el
macho actia como bloque (aleatorio), cada eyaculado (aleatorio) actia como una parcela
anidada en cada bloque (macho) y como sub-parcelas estdn las porciones de cada
eyaculado, las cuales se reparten al azar entre cada uno de los niveles del tratamiento de

Anandamida y el control.

El modelo matematico usado fue:

Xij = p+ Ti + Bj + Eij

Donde:
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Xij: Son las variables respuestas de la calidad espermadtica valoradas en MT, MP, IMP,
HOST, NRA, NCAP, parametros de velocidad (VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB),
pardmetros de angularidad y oscilacion de la cabeza (ALH, BCF).

u : Efecto de la media general.

Ti: Efecto del i-€simo tratamiento (i = Control, A1, A10, A100)

Bj: Son los efectos del i-¢simo macho anidado en cada bloqueado dentro del i-ésimo
tratamiento

Eij: Efecto del error experimental

2.8 Analisis Estadistico

Los datos fueron analizados por medio de un andlisis de varianza (ANOVA) para
identificar el efecto de las diferentes concentraciones de Anandamida sobre las variables
dependientes planteadas, previa verificacion de las presuposiciones de normalidad de
residuos y homogeneidad de varianzas residuales utilizando la prueba de Shapiro-Wilk y
de Levenne, respectivamente; para el analisis se empled el software del Sistema de
Andlisis Estadistico, version 9.2 (SAS Institute, Cary, NC, USA, 2008). El disefio del
modelo utilizado fue el de bloques completos al azar, donde se bloqued el efecto del
macho, se utiliz6 el procedimiento GLM (Modelo Lineal General), considerando el efecto
del tratamiento como variable independiente; se utilizo el test de medias de las diferencias
entre los diferentes tratamientos, mediante el test Scheffe, para verificar las diferencias se
consideraron significativas cuando p<0,05. Se realizd6 un andlisis de Coeficientes de
correlaciéon Pearson entre las variables NCAP, NRA, HOST, IMP y el resto de las
variables planteadas, usando el procedimiento Proc Corr, del software SAS mencionado

anteriormente..
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

Los promedios obtenidos para MT y MP, la cinética del espermatozoide, HOST, NCAP,
IMP y NRA (Tablas 1 y 2), se evaluaron en el semen congelado — descongelado de cada
reproductor (12 reproductores) en cada uno de los tratamientos (4 tratamientos por

reproductor), obteniendo los siguientes resultados:

No se encontr6 diferencia significativa entre la cinética espermatica del semen congelacion
- descongelado entre cada uno de los tratamientos (p>0,05) (Tabla 1). Segun Juarez
(2012), se clasifican como espermatozoides con movimiento rapido y progresivo aquellos
que presentan las siguientes condiciones: VSL > 40 um/seg, LIN > 50% y STR >75%; de
otro lado se establece que espermatozoides con movimiento de hiperactividad, seran
aquellos que presenten VCL > 97 um/seg, ALH > 3,5 um/seg y LIN < 35% (Cremades, et
al., 2005).

Comparando con los resultados obtenidos, encontramos que el VSL presenta valores
mayores a 40 pum/seg, la LIN es menor a 50 % y el STR menor 75%, en cuanto a VCL, los
valores fueron mayores que 97 um/seg, al igual que ALH y LIN, con valores superiores a

3,5 um/segy 35 %, respectivamente.

Como se ha demostrado, la congelacion - descongelacion de semen porcino tiene un efecto
negativo sobre la movilidad (Talebiyan, et al., 2015). Se ha documentado que el cambio en
los pardmetros de movimiento, lleva al espermatozoide a tener una baja viabilidad (Gadea,
et al, 2005), debido a eventos fisioldgicos producidos en el espermatozoide,
probablemente por un aumento en el porcentaje de espermatozoides hiperactivados durante
el proceso de enfriamiento lento (de 15°C a 5°C) y puede estar relacionado con la
extraccion del plasma seminal y la desestabilizacion de la membrana plasmatica,
ocasionando un decrecimiento en la fluidez de la membrana plasmadtica, afectando su

estructura y funcionalidad (Cremades, et al., 2005; Socol, et al., 2015).



Tabla 1. Evaluacion del efecto de diferentes concentraciones de la AEA de semen

congelado — descongelado en la cinética del espermatozoide.
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CINETICA TRATAMIENTO

ESPERMATICA Al A10 A 100 CONTROL

% MT 69,33 (£19,48) 72,08 (x19,31) 60,83 (£18,99) 68,00 (+23,11)
% MP 30,41 (£14,61) 30,33 (14,59) 24,25 (£19,00) 29,75 (+19,95)
% RAPIDO 39,50 (£14,87) 36,75 (x17,05) 32,41 (£22,02) 36,33 (+22,98)
% MEDIO 11,83 (+6,91) 15,83 (£9,59) 9,91 (£5,29) 11,41 (+4,33)
% LENTO 15,5 (£8,52) 19,33 (£11,41) 14,5 (£9,12) 16,91 (£12,10)
% ESTATICO 33,08 (£19,15) 28,00 (£19,22) 43,08 (+23,09) 35,08 (+22,80)
VAP um/s 80,85 (£10,25) 77,00 (+10,66) 75,56 (£9,55) 72,11 (£12,30)
VSL um/s 47,26 (£9,22) 50,53 (£14,36) 47,60 (£13,40) 43,78 (£9,23)
VCL um/s 152,35 (15,22) 137,12 (£17,84) 135,80 (£17,48) 137,03 (+26,98)
STR % 61,33 (+7,11) 65,50 (£10,27) 65,91 (£9,78) 63,25 (+0,98)
LIN % 34,08 (£6,48) 40,16 (£13,88) 41,00 (£12,24) 36,75 (+8,40)
WOB % 44,41 (£3,52) 44,41 (£2,71) 44,16 (£3,99) 43,41 (£1,72)
ALH pm/s 6,79 (£0,75) 7,04 (£1,06) 6,45 (£1,41) 6,79 (£2,97)
BCF Hz 38,51 (£3,74) 37,01 (+2,58) 53,90 (+3,10) 37,34 (+2,97)

AEA: Anandamida; A 1: Anandamida 1 pM; A 10: Anandamida 10 uM; A 100: Anandamida 100
uM; %MT: %Movilidad Total; %MP: Movilidad Progresiva; VAP: la velocidad media recorrida
por la cabeza del espermatozoide a lo largo de su trayectoria promedio (um/s); VSL: velocidad
media recorrida por la cabeza del espermatozoide a lo largo de una linea recta desde su primera a
su ultima posicion (um/s); VCL: velocidad media recorrida por la cabeza del espermatozoide a lo
largo de su trayectoria real (um/s); STR: Coeficiente de rectitud; LIN: Coeficiente de linealidad;
WOB: Coeficiente de oscilacion; ALH: Amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza;
BCF: Frecuencia del desplazamiento de la cabeza. "Diferencia significativa, p<0,05, “Diferencia
muy significativa, p<0,01

Talebiyan, et al. (2015) encontraron una reduccion en la movilidad espermadtica al
incrementar las concentraciones de AEA (10 nM a 1000 nM). Datos que no coincide con
los encontrados en este trabajo, en donde no se encontr6 diferencias significativa en las

concentraciones de AEA (1 uM, 10 uM y 100 uM) al evaluar la cinética espermatica.

Se encontrd diferencias muy significativas (p<0,01) para la variable host entre los
tratamientos (Tabla 2), a diferencia de Talebiyan, et al. (2015), que no encontr6 diferencia
significativa entre las concentraciones de A10 nM y A100 nM para HOST, IMA y NCAP.
Seglin Medeiros, et al. (2002), el proceso de criopreservacion incrementa la capacitacion y
reaccion acrosomica espermatica, sin embargo, estas alteraciones afectan la capacidad

fertilizante del espermatozoide aunque no afecta la movilidad.
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Cambios en estos valores por encima o por debajo de los valores de referencia nos indica
que tanto se estd generando el proceso de crio-capacitacion ocurrida en los

espermatozoides congelados — descongelados (Cremades, et al., 2005).

Los resultados de la Tabla 2, indican que la A 1 y la A 100 tubo un efecto sobre la
viabilidad espermatica en cuanto al NRA y HOST. Sin embargo, los resultados obtenidos
por Talebiyan, et al. (2015), no coinciden con lo encontrado en el presente estudio, ya que
dichos autores, no encontraron que las diferentes concentraciones de AEA utilizadas en su

trabajo afectara la viabilidad del espermatozoide congelado — descongelado.

Tabla 2. Evaluacion del efecto de diferentes concentraciones de la AEA de semen
congelado — descongelado en las variables de viabilidad espermatica.

VARIABLE
TRATAMIENTO HOST IMP NCAP NRA

Al 50,16 (£9,12)a 30,96 (£5.91)a 74,59 (+4,32)ab 86,08 (+2,89) be
A 10 44,83 (+8,68) ab 28,61 (£5,92)ab 74,14 (£5,20)ab 87,57 (+4,08) ab
A 100 39,08 (£11,69)b 2927 (+4,47)ab 72,83 (+5,35)b 88,62 (+4,23) a
CONTROL 46,75 (£12,09)a 27,61 (5,07)b 77,79 (+4,06)a 8544 (+3,07) ¢

HOST: test de hipo-osmoético; IMP: integridad de membrana plasmatica; NCAP: espermatozoides
no capacitados y NRA: espermatozoides sin reaccion acrosomica. A 1: Anandamida 1 pM; A 10:
Anandamida 10 uM; A 100: Anandamida 100 pM. &P yValores con diferentes letras indican
diferencia muy significativa, p<0,01.

Se ha documentado que durante el proceso de crio congelaciéon se da cambios en los
pardmetros de integridad de membrana plasmatica y acrosoémica, llevando al
espermatozoide a tener una baja viabilidad (Gadea, et al., 2005), provocando cambios en
su estructura similares a la capacitacion (Gadea, et al., 2005). Esto debido a las diferencias
en la composicién bioquimica de la membrana plasmatica y especificamente en la relacion
de fosfolipidos y colesterol, dandole sensibilidad a los espermatozoides en los procesos de

congelacion. (Thurston et al., 2001).

Roca, et al. (2006), obtuvieron una IMP de 51,86 + 1.04%, valores muy por encima a los
obtenidos en el presente trabajo en las diferentes concentraciones de AEA, datos que son

similares a los obtenidos por Hernandez-Dominguez, A.K. (2013) de 28,92 %. En cuanto a
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HOST los resultados obtenidos en las diferentes concentraciones de AEA fueron mayores

a los obtenidos por Hernandez-Dominguez, A.K. (2013) (24,59 + 1.18%).

Las estimativas de las correlaciones entre los parametros de viabilidad espermatica con la
cinética de los espermatozoides congelados — descongelados (Tabla 3), fueron muy

significativas (p<0,01) en algunos casos y significativas (p<0,05) en otros.

Tabla 3. Correlacion entre la viabilidad espermética con la cinética espermatica de semen
congelado — descongelado.

MT MP VAP VSL VCL STR LIN WOB AHL BCF

NCAP 0238 04497 0,260 0,348  -0,017 0,297 0316 0,249 -0,297 0,165
RA -0,338°  -0466" -0,279 -0,302" -0,146  -0,216  -0,144 0,115 0,172 -0,286"
IMP 0,243 -0260 -0,097 -0,266 0,127 0,282 -0,260 0,048 0,346 -0,233
HOST 0221 0326° 0,188 -0,047 0497 -0,344° -0436" 0,013 0,422 -0,025

Valor de significancia * (p<0,05). Valor de muy significativo ** (p<0,01)

HOST: test de hipo-osmoético; IMP: integridad de membrana plasmatica; NCAP: espermatozoides
no capacitados y NRA: espermatozoides sin reaccidon acrosémica; MT: Movilidad Total; MP:
Movilidad Progresiva; VAP: la velocidad media recorrida por la cabeza del espermatozoide a lo
largo de su trayectoria promedio; VSL: velocidad media recorrida por la cabeza del
espermatozoide a lo largo de una linea recta desde su primera a su ultima posiciéon; VCL:
velocidad media recorrida por la cabeza del espermatozoide a lo largo de su trayectoria real ; STR:
Coeficiente de rectitud; LIN: Coeficiente de linealidad; WOB: Coeficiente de oscilacion; ALH:
Amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza; BCF: Frecuencia del desplazamiento de la
cabeza.

Aquiles, et al. (2010 a), ha obtenido resultados donde muestra que la AEA tiene la
capacidad de modular la supervivencia y la adquisicion de la capacidad fecundante del
espermatozoide. La baja movilidad espermatica que se produce luego de la congelacion —
descongelacion esta relacionada con una disminucion en la fertilidad, convirtiéndose en un
punto importante para buscar mejorar la movilidad de espermatozoides congelados —
descongelados (Talebiyan, et al. 2015). A diferencia de Talebiyan, et al. (2015), se observé
que con las concentraciones utilizadas de AEA los pardmetros MT y MP fueron mejores
para cada uno de los tratamientos. Cuando hablamos de la hiperactividad nos estamos
referenciando en 3 parametros, en donde encontramos valores por encima de la referencia
de hiperactividad (VCL > 97 um/seg, AHL > 3,5 um/seg y LIN < 35%) (Cremades, et al.,

2005), siendo diferente solo el %LIN para el tratamientos de Al que fue menor. La
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capacitacion reduce la integridad de membrana plasmatica (Lechniak, et al., 2002). Al
relacionar estos datos con el efecto que tuvo el HOST, NCAP, NRA e IMP en cada uno de
los tratamientos (sin observar diferencia significativa), observamos que hubo mejor

comportamiento con Al.

Al correlacionar entre si las variables asociadas a la viabilidad (Tabla 4), se encontr6é una
correlacion negativa altamente significativa (p<0,01) entre NCAP con IMP y NRA. La
correlacion de NRA es positiva y altamente significativa (p<0,01) con IMP. No se
encontro correlacion entre HOST y los demas parametros (p>0,05). Estos resultados
indican que es importante que los espermatozoides tengan la membrana plasmatica intacta

para que se de posteriormente la capacitacion y reaccion acrosdmica del espermatozoide.

Tabla 4. Correlacion entre las variables asociadas a la viabilidad del espermatozoide de

semen congelado — descongelado

HOST IMP NRA NCAP
HOST 1 0,28345 -0,09971 -0,10075
IMP 1 0,48695" -0,64119™
NRA 1 -0,66356"
NCAP 1

Valor de significancia * (p<0,05). Valor de muy significativo ** (p<0,01)
HOST: test de hipo-osmoético; IMP: integridad de membrana plasmatica; NCAP: espermatozoides
no capacitados y NRA: espermatozoides sin reaccion acrosdémica

En el andlisis de correlacion (Tabla 4) de los parametros de viabilidad espermatica, se
observd que el HOST no tiene relacion con NCAP, NRA e IMP, pero si hay una
correlacion entre estas tres. Se considera que la integridad de la membrana plasmatica y
acrosomal permite al espermatozoide lograr llegar a capacitarse y tener reaccion
acrosomica al momento de la fertilizacion del ovocito. El estado fisiolégico de los
espermatozoides, evaluado por la movilidad, la integridad del acrosoma y la unién a la
zona pelucida, es importante para predecir si estas células pueden someterse a la
fertilizacion. (Battista, et al., 2008). La correlacion que hay entre el HOST con MP, VCL,
LIN y AHL, nos muestra que es fundamental que el espermatozoide tenga una membrana

madura, funcional y fluida dado por una serie cambios en la estructura de la membrana
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para favorecer el intercambio de iones y generar los cambios de movilidad en el
espermatozoide (Gervasi, 2013). Para NCAP la correlacion con MP, VSL, STR, LIN y
AHL, nos indica que la variacion de estos pardmetros podria incidir en el inicio o no de la
capacitacion espermatica (Cremades, et al., 2005). NRA esta correlacionada con MT, MP,

VSL y BCF y la IMP solo con AHL.

El efecto buscado con la AEA, al adicionarlo antes de la congelacion, no fue muy claro, ya
que se obtuvieron datos de la cinética espermatica que nos indica hiperactividad en los
espermatozoides congelados — descongelados, pero al mirar el efecto en los parametros de
viabilidad en cuanto a los NCAP y NRA, vemos que hay un efecto positivo, permitiendo
que no se logre realizar el paso de capacitacion y reaccion acrosomica, similar a lo

observado por Battista, et al., 2008. .

Los resultados obtenidos en este trabajo nos indican que el proceso de congelacion —
descongelacion conduce a la capacitacion espermatica, efecto similar obtenido por el
proceso de la crio — capacitacion, consiguiendo una reduccion de la fertilidad en los
espermatozoides congelados — descongelados (Leahy, & Gadella, 2011). Los datos
también fueron consistentes a los reportados por Talebiyan, et al., 2015, en donde la AEA
detiene la capacitacion y la reaccion acrosomica por la activacion de receptores CB1, sin
embargo a pesar de que hay una buena respuesta en la capacidad de la AEA en controlar
este proceso, no se vio un efecto similar en la cinética del espermatozoide en donde se
encontrd que los resultados de la cinética espermatica indican que hay hiperactivacion en
el espermatozoide, teniendo como referencia los datos de Cremades, et al., 2005. A pesar
del aumento de las velocidades espermaticas y oscilacion y amplitud de la cabeza
encontrados en el trabajo, no hubo el desencadenamiento de capacitacion y reaccion

acrosdmica por este factor.
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4. CONCLUSIONES

- Los resultados del presente trabajo confirman que el endocanabinoide (AEA), es
una posible fuente de control de capacitacion y reaccion acrosomica de los
espermatozoides porcinos congelados — descongelados, reduciendo la crio —

capacitacion.

- Utilizar los endocanabiniodes nos puede ayudar a mejorar la viabilidad del

espermatozoide en el proceso de congelacion — descongelacion

- Debido a la variabilidad entre la calidad seminal de los reproductores, no podemos
precisar cual es la concentracion de AEA ideal para utilizar en los procesos de crio-
congelacion de espermatozoides porcino, es necesario realizar mas trabajos,
incluyendo el macho como variable e identificar si ayuda a mejorar la

congelabilidad de espermatozoides de reproductores de baja congelabilidad.
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