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DATOS DEL CENTRO

La Universidad de Valencia, fundada en 1499, es una de las universidades publicas mas
antiguas de Espafa. Una amplia actividad docente e investigadora desarrollada en todas
las areas de conocimiento (ciencias basicas y experimentales, ciencias de la salud, ciencias
de la educacion, humanidades y ciencias sociales, econdmicas y juridicas) y el compromiso
con la excelencia la han convertido en una universidad moderna lider en la aplicacién de

nuevas tecnologias y conectada con las principales redes internacionales cientificas.

Se situa entre las cuatro universidades mas destacadas de Espafia en el campo de la [+D+i,
contando con 18 Institutos Universitarios de Investigacion, investigacion a través de los
departamentos académicos de cada Facultad, y el Parque Cientifico de la Universidad de
Valencia (PCUV) donde se transfiere el conocimiento poniendo a la Universidad en contacto

con empresas derivadas de la investigacion y empresas externas.

La Universidad cuenta con cientos de grupos de investigacion registrados, uno de ellos es
BIOTSPERM, grupo en el que he participado para llevar a cabo el experimento presentado
en el siguiente trabajo. El grupo trata diferentes lineas de investigacion en el ambito de la
biotecnologia de la reproduccién tanto en sus aspectos mas basicos (activacion oocitaria o
morfometria espermatica) como tecnolégicos (Inseminacion artificial, criopreservacion) y
tanto en la hembra (maduraciéon oocitaria) como en el macho (conservacion de los
espermatozoides). El grupo también es pionero en el disefio y la mejora de los sistemas
CASA a nivel mundial.

El principal objetivo del grupo es estudiar la evolucion de diferentes parametros
espermaticos relacionados con el metabolismo energético en diferentes condiciones
fisiologicas, y colateralmente la optimizacion del analisis de los parametros espermaticos y

las técnicas de conservacion del semen.



RESUMEN

La inseminacion artificial (IA) es la técnica de reproduccién asistida mas usada en la
ganaderia. Normalmente, en caprino, se usa semen refrigerado, que posee mejores
caracteristicas que el congelado, pero el tiempo de conservacion en condiciones de
refrigeracion sigue siendo limitado. Conociendo la bioenergética del semen caprino se
pueden desarrollar protocolos con sustratos especificos para alargar la vida util del
espermatozoide, sin embargo, en cabras, se encontré poca literatura centrada en el efecto
del sustrato energético durante el almacenamiento del semen refrigerado.

En el presente estudio se evalua el efecto de los sustratos glucosa, fructosa lactato y
piruvato sobre los parametros de calidad espermatica en semen refrigerado. La motilidad y
cinética espermatica se estudia con el sistema CASA-Mot, mientras que la viabilidad,
potencial de membrana mitocondrial, presencia de ROS mitocondrial y estado del acrosoma
se estudian mediante citometria de flujo a partir de muestras tefiidas con M1( HOECHST,
Yoduro de propidio, carboxifluoresceina) y muestras tefiidas con M2 (DAPI, MitoTracker
Deep Red, MitoSOX).

Se ha observado que los sustratos piruvato y lactato apoyan la motilidad de los
espermatozoides y la funcion mitocondrial mejor que la glucosa y la fructosa, que requieren
procesamiento a través de la glucdlisis antes de estar disponible como piruvato en las
mitocondrias. Por tanto, los mejores diluyentes para conservar espermatozoides caprinos

a 17°C en PBS es el piruvato y la glucosa.

Palabras clave: parametros de calidad espermatica, motilidad espermatica, viabilidad,

refrigeracion

1. INTRODUCCION

Las ovejas y las cabras contribuyen significativamente a la produccién mundial de alimentos
y fibras, estos rumiantes poseen un papel muy importante en la economia de los paises,
contribuyendo con alrededor del 76 % de la biomasa ganadera mundial (de Figueiredo,
2020), por tanto, la cria estacional supone una restriccion reproductiva que acarrea grandes
pérdidas economicas, ademas de no mejorar la ganancia genética de las especies. Para
solucionar estos problemas se ha fomentado la adaptacion de las Técnicas de
Reproduccion Asistida (ARTs) (Amiridis, G. S, 2012).



Tradicionalmente, las ART incluyen la inseminacioén artificial (Al), la fecundacion in vitro
(IVF), la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) y la produccion de
embriones in vivo e in vitro. Aunque la mayoria de las ART se han desarrollado y aplicado
en cabras, la adaptacién comercial de estas técnicas, sobre todo la inseminacién artificial,
es menor que en el ganado bovino siendo el numero total de embriones transferidos para
especies bovinas y de pequefios rumiantes de 842.376 y 2086, respectivamente (Amiridis,
G. S, 2012).

La inseminacion artificial es la principal técnica utilizada en la ganaderia debido a su bajo
coste, ya que permite la fecundacion de una gran cantidad de hembras a partir de una unica
muestra de semen, normalmente, de machos élite, para garantizar la mejora genética. Para
que la técnica sea optima la muestra de semen se debe analizar para garantizar que los
parametros de validacion espermaticos son 6ptimos vy, por tanto, la fecundacion sera
exitosa.

El semen se puede almacenar mediante congelacion o por refrigeracion, normalmente se
conserva mediante refrigeracion ya que las dosis son mas sencillas de manejar, y las tasas
de fertilidad y viabilidad son mas elevadas que las dosis de semen congelado, las dosis
enfriadas requieren menos espermatozoides por dosis, lo que significa mas dosis de IA por
eyaculado, lo que hace que el costo de una dosis de |A refrigerada sea menor que el costo
de una dosis congelada (Sadeghi, S., 2020).

La principal desventaja del semen refrigerado es el poco tiempo de vida util, tiene que ser
inseminado en un corto periodo de tiempo (1-12 h) de lo contrario se reduce la fertilidad lo
que lo hace inviable para largos periodos de tiempo, asi como para el transporte a largas
distancias (Sadeghi, S., 2020). Ademas el semen enfriado sufre una disminucién de la
motilidad y la integridad estructural, acompafada de una disminucién de la supervivencia
en el tracto reproductivo femenino, reduccion de la fertilidad y aumento de la pérdida
embrionaria (Salvador, 1., 2006).

Diferentes parametros se han estudiado en bovino o equinos para aumentar la vida util del
semen refrigerado como, por ejemplo, la reduccibn de la concentracion de
espermatozoides, la temperatura de almacenamiento, las caracteristicas de la camara de
conservacion o el efecto de los diferentes sustratos; pero no se ha encontrado literatura
sobre la conservacion de semen caprino. Seria de gran interés desarrollar protocolos de

conservacion de semen caprino destinados a prolongar la fertilidad del semen refrigerado.
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Tanto para la movilidad como para la reaccion acrosémica, la hiperactivacion y por lo tanto,
la fertilizacion de los espermatozoides es necesario el ATP (Christa R. Darr, 2016). Las dos
vias metabdlicas principales por las cuales los espermatozoides consiguen energia en
forma de ATP son la glucdlisis (anaerdbica), que tiene lugar principalmente en la vaina
fibrosa del flagelo; y la fosforilacion oxidativa mitocondrial (OXPHOS), en las mitocondrias

(localizadas exclusivamente en la pieza intermedia) (Fig 1).

Aunque son dos vias bien conocidas y estudiadas, la predomianancia de vias energéticas
del esperma puede variar en cada especie, y en semen caprino aun no esta clara. Los
medios de esperma para el almacenamiento y la refrigeracion deben formularse teniendo
en cuenta los requisitos energéticos especificos para dotar al espermatozoide de todo el
ATP que necesite.

Por ejemplo, los espermatozoides equinos dependen casi por completo de la fosforilacion
oxidativa mitocondrial (OXPHOS) para la produccion de ATP, que se utiliza para la motilidad
y otras funciones espermaticas por lo que es crucial proporcionar a los espermatozoides
los sustratos necesarios para el metabolismo OXPHOS en una concentracion que mejor
apoye la eficiencia mitocondrial (Christa R. Darr, 2016).

En cuanto a espermatozoides caprinos, se ha propuesto la fosforilacién oxidativa como via
principal de obtencion de energia, principalmente, porque la glucdlisis se caracteriza por un
menor rendimiento de moléculas de ATP producidas por molécula de glucosa metabolizada,
pero, las mitocondrias se localizan en la pieza intermedia por lo que se piensa que no hay
tiempo suficiente como para que el ATP sea transportado a toda la extension del flagelo, ya

que este es el que realiza el movimiento.

El sustrato principal para la glucdlisis es la glucosa, que se metaboliza a piruvato y/o lactato,
la evidencia sugiere que el piruvato o el lactato podrian incorporarse facilmente en la matriz
mitocondrial, probablemente a través de lanzaderas de lactato o piruvato ubicadas en la
membrana mitocondrial. Esto daria como resultado la produccién de acetil-CoA y los
transportadores NADH y FADH2 requeridos para OXPHOS en la cadena de transporte de
electrones mitocondrial (Hernandez-Avilés, C., 2021). Por tanto, la adicién de glucosa o
fructosa le da al espermatozoide la capacidad de utilizar ambas vias, ya que no son vias

alternativas, una vez metabolizado el sustrato en lactato y/o piruvato, estos entrarian en la
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via OXPHOS y un unico sustrato produciria energia por ambas vias, pero, la adicion de
piruvato o lactato, metabolizados directamente por via OXPHOS podrian mejorar la calidad
del esperma. Ademas, el piruvato y el lactato estan presentes en altas concentraciones en
el liquido oviductal (liquido presente en las trompas de Falopio) y, por lo tanto, los

espermatozoides de los mamiferos los utilizan comunmente como sustratos energéticos,
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Figura 1. Compartimentacion subcelular de OXPHOS vy glucdlisis en espermatozoides. El
sistema OXPHOS esta compuesto por cinco complejos multiméricos. El transporte de
electrones del Complejo | al Complejo IV esta acoplado a la sintesis de ATP. Los
equivalentes reductores (NADH y FADHZ2) producidos por la glucdlisis y las reacciones del
ciclo de Krebs se transfieren a la cadena de transporte de electrones unida a la
membrana. c, citocromo c; Q, ubiquinona (Ferramosca, A., 2014).

La evaluacién espermatica es la técnica basica para predecir la fertilidad que puede resultar
del uso de muestras de semen y, en consecuencia, para optimizar la produccién de dosis a
utilizar en inseminacioén artificial (Bompart et al., 2019a). En cuanto a los parametros de
validacion espermaticos tanto la motilidad espermatica como la cinética son las principales
variables evaluadas en los centros y/o granjas de IA para calcular las dosis de |IA (Del
Gallego, R., 2017).

La motilidad de los espermatozoides se considera uno de los predictores de fertilidad mas
precisos y para evitar errores o limitaciones se hace uso del analisis asistido por
computadora (CASA), los sistemas CASA consisten en una cadmara de video acoplada a un
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microscopio que permite obtener y enviar imagenes (0 secuencias de imagenes) a una
computadora para su analisis con un software especialmente disefado.

El resultado de los sistemas CASA disefiados para analisis de motilidad (CASA-Mot system)
incluye variables como los porcentajes de espermatozoides mdviles totales y el calculo de
parametros cinéticos como la velocidad de curvatura (VCL), que es la distancia total que
recorre la cabeza del espermatozoide durante su trayectoria por unidad de tiempo; la
velocidad en linea recta (VSL), distancia que recorre el espermatozoide en linea recta
desde el primer al ultimo punto de su trayectoria por unidad de tiempo; y la velocidad de
trayectoria promedio (VAP), distancia que recorre el espermatozoide durante la trayectoria
media en el tiempo de observacion. Ademas también se obtienen el indice de linealidad que
relaciona la VSL y la VCL (LIN = VSL/VCL), el indice de rectitud que relaciona la VSL con
la VAP (STR = VSL/VAP), y el indice de oscilacion que relaciona las velocidades VAP y VCL
(WOB = VAP/VCL) (Bompart et al., 2019a).

La movilidad espermatica no seria posible sin ATP, y teniendo en cuenta que la mayor parte
de ATP se produce en la mitocondria a través de la via OXPHOS, se puede decir que las
mitocondrias juegan un papel crucial en la motilidad espermatica por lo que es de vital
importancia analizar la funciéon mitocondrial. Los dos parametros principales para evaluar
la actividad mitocondrial son la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
mitocondriales y el potencial de membrana mitocondrial (MMP).

Parte de la reduccion en la motilidad y fertilidad de los espermatozoides asociada con la
refrigeracion puede deberse al dafio oxidativo por la formacion excesiva de especies
reactivas de oxigeno (ROS). Las mitocondrias son un sitio importante de formacion de ROS
intracelulares, lo que resulta en una interrupcion del transporte de electrones en la
fosforilacion oxidativa y por lo tanto, una falta de produccién de ATP necesario para la
motilidad (Guthrie, H. D., 2006). Ademas, el transporte de electrones de la fosforilacién
oxidativa mantiene un potencial de membrana mitocondrial elevado (hMMP), este esta
asociado con una motilidad normal y una alta capacidad de fertilizacion, por el contrario, un
potencial de membrana mitocondrial bajo se asocia con un nivel elevado de ROS que
alteran la estructura de la membrana lo que provoca una reduccion en la movilidad y, por
tanto, en la tasa de fertilidad (Komsky-Elbaz, A., 2018).

Tanto el potencial de membrana mitocondrial como la produccion de ROS mitocondrial se

pueden evaluar mediante citometria de flujo tifiendo las muestras de semen.



Para evaluar el MMP se suelen usar sondas fluorescentes MitoTracker®, como por ejemplo
MitoTracker Deep Red (MTR) que se acumula selectivamente en la matriz mitocondrial. Se
une covalentemente a proteinas mitocondriales al reaccionar con mercaptano libre de
residuos de cisteina, lo que permite la tincién del potencial de membrana mitocondrial
independientemente del potencial de membrana celular. Asi, mitocondrias con hMMP daran
una sefal fluorescente mayor mitocondrias con potencial de membrana bajo.

La MTR se puede combinar con otras sondas como MitoSOX Red, colorante fluorogénico
dirigido especificamente a las mitocondrias de espermatozoides vivos. La oxidacion del

reactivo MitoSOX con ROS mitocondrial produce fluorescencia.

Otro parametro espermatico importante es el estado del acrosoma, la reaccién del
acrosoma (AR) implica la fusion de la membrana externa del acrosoma y la membrana
plasmatica suprayacente, lo que resulta en la liberacion de enzimas acrosémicas, esta
reaccion es esencial para la fusién del espermatozoide con el ovocito. Por lo tanto, la
evaluacion de la integridad del acrosoma constituye un parametro util para evaluar la
calidad del semen y la fertilidad. El estado del acrocoma se puede evaluar mediante
citometria de flujo con muestras tefidas con carboxifluoresceina (CFDA), los
espermatozoides con el acrosoma intacto exhiben una fluorescencia verde brillante en la
cabeza, los que tienen el acrosoma danado o reaccionado no muestran fluorescencia
(Komsky-Elbaz, A., 2018).

Por ultimo, la viabilidad, es esencial saber que parte de la muestra corresponde a
espermatozoides vivos y que parte corresponde a los muertos, asi se obtiene una
apreciacion real de los parametros explicados anteriormente. Para evaluar la viabilidad
espermatica hay varias tinciones que se pueden usar para analizar la muestra en un
citometro de flujo, una de ellas es DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol), tinciéon de acido
nucleico fluorescente azul semipermeable que se asocia con grupos de AT. Las propiedades
espectrales del DAPI lo hacen muy adecuado para detectar viabilidad en un citdmetro de
flujo. Las membranas plasmaticas competentes lo excluyen por lo que las células vivas no
presentarian fluorescencia, mientras que las células muertas con la membrana
comprometida emitirian fluorescencia, el colorante puede interactuar con el ADN de la
célula (Beckman Coulter, Life Sciences).

También se puede usar Yoduro de propidio (PIl), marcador impermeable que se une al ADN

mediante una intercalacion entre las bases con poca o ninguna preferencia de secuencia.
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Las células muertas presentaran fluorescencia ya que su membrana estara comprometida

y el Pl podra acceder al ADN, mientras que las células vivas no presentaran fluorescencia.

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipotesis del estudio es que conociendo que sustratos energéticos son los que
mantienen los parametros de los espermatozoides caprinos conservados a 17°C en medio

de PBS se podra optimizar los diluyentes.

El objetivo del estudio es evaluar el efecto de diferentes sustratos durante la conservacion
refrigerada a 17°C sobre los siguientes parametros de calidad espermatica en caprino:
movilidad espermatica, potencial de membrana mitocondrial, produccién de ROS
mitocondrial, viabilidad celular y estado del acrosoma.

3. METODOLOGIA

3.1 Medios y reactivos

En el MasterMix1 (M1) se us6 HOECHST 33342 Sigma (B2261-25MG); yoduro de propidio
95-98% SIGMA (PI) (P4170); y carboxifluoresceina diacetato Sigma (C5041) (Yaniz, J.L.,
2021).

En el MasterMix2 (M2) se us6 4’,6'-diamidino-2-phenylindole (DAPI; D9542) a una
concentracion final de 1 ug/mL; Mitotracker Deep Red (Invitrogen™: M22426) a una
concentracion de 100 nM; y MitosoxTM Red (Invitrogen™: M36008) a una concentracion
de 1 uM.

Se utilizé tampon fosfato salino (PBS; D5652)

3.2 Recoleccion y procesamiento de semen

Se mantuvieron y entrenaron machos cabrios Murciano-Granadina adultos (de 2 a 9 afios
aproximadamente) en el Centro de Investigacion y Tecnologia Animal, Instituto Valenciano
de Investigaciones Agrarias (CITA-IVIA, 39-51'55" N, 0-30'07" W; Segorbe, Espafia).

El CITA-IVIA dispone de un acuerdo con la Directiva 92/65/EEC para la recoleccion,
procesamiento, conservacion y almacenamiento de semen (numero de registro:
ES17RS010C). El semen se recolecté por medio de una vagina artificial precalentada entre
43 y 46°C desde febrero hasta mayo.

11



Los eyaculados se colocan en un bafio de agua a 25°C. Se lavan con PBS mediante dos
centrifugaciones a 500g durante 15 minutos (protocolo de congelacion Konyali et al.,2013)
para eliminar el plasma seminal. Después de la segunda centrifugacion se calcula el
volumen y la concentracion mediante una camara Makler (Counting Chamber Makler, Sefi-
Medical Instruments).

Se toman 5 alicuotas y se diluyen hasta un total de 250 microlitros con cada uno de los
diluyentes PBS segun Tabla1 a una concentracion final de aproximadamente 560 millones
espermatozoides/mL (concentracion de las dosis de refrigerado Mocé et al., 2020), y una
osmolaridad aproximada de 330mM.

Las muestras se refrigeran a 16°C en un bafio de agua programable (velocidad de
refrigeracion 0,18°C/min): de 20 a 16°C en 20 minutos. Las muestras de semen se
transportan al laboratorio (Edificio de Investigacion Jeronimo Mufoz, Burjassot, Espafa)
mediante una caja de poliespan en un bafio de agua a 17°C.

En el laboratorio se guardan en nevera a 17°C durante 3 dias, en los que se analizan a Oh,
a 24hy a 48h.

Tabla 1. Composicion de los diluyentes utilizados con base PBS

PM PBS-NACL PBS-G PBS-F PBS-P PBS-L
PBS (D8662) 100 100 100 100 100 mL
GLUCOSA (G270) 180,16  35mM 630,56 mg
FRUCTOSA (F3510) 180,16  35mM 630,56 mg
PIRUVATO SODICO (P5280) 110,04  35mM 385,14 mg
LACTATO SODICO (792G/L)(ML)| 112,1 35mM 0,495 mL
NACL (S5886) 58,44 35mM 204,54 102,27 102,27*

*Los medios PBS-G y PBS-F se suplementan con 17,5 mM de NaCl para evitar diferencias
de osmolaridad con el resto de medios (+70mosm).

3.3 Motilidad (CASA)

La motilidad se evalu6 mediante el sistema CASA-Mot (Al Station v1.2; Espafa) con
muestras de 3ul de semen cargadas en camaras de recuento (Spermlide 20 ym; Sperm
Analysis Technologies SL, Murcia, Espafia) precalentadas a 37°C.

Se monto6 una camara digital (FLYR) de 120 fotogramas por segundo en un microscopio de
platina calentada UB203 (UOP/PROISER R+D) usando un objetivo de contraste de fase
negativo 10x (AN 0,25).
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Se realizaron de tres a cinco capturas por cada muestra para tener un conteo final de 1000
espermatozoides por muestra. Los videos fueron capturados a 100 cuadros/segundos y
grabados durante 3 segundos para cada campo.

Los parametros cinematicos del esperma evaluados por CASA incluyeron: velocidad
curvilinea (VCL, ym/s) medida en la reconstitucion punto a punto de la trayectoria del
esperma; velocidad en linea recta (VSL, um/s), definida por la linea recta entre el primer y
ultimo punto de la pista; velocidad de trayectoria promedio (VAP, um/s).

Ademas, se calcularon dos proporciones de progresion, expresados como porcentajes: la
motilidad total (MT), y la motilidad progresiva (MP).

Las muestras se prepararon siguiendo el protocolo presentado en la Fig2.

50 pL BSA Incubar 15' a 38°C 3 L semen
X ‘ { . / \\? .
= N 7 = M
— | | — — Ik
— vortex P
ﬁ \/

Fig2. Protocolo de motilidad. *Agitar 10 segundos con vortex la muestra de semen antes
de afnadir 3uL

3.4 Citometria de flujo

Se usé un citdmetro de flujo BD LSRFortessa con cuatro laseres de excitacion (UV 355 nm,
azul 488 nm, amarillo verdoso 561 nm y rojo 640 nm) para evaluar el estado mitocondrial,
la respuesta a la oxidacion y la viabilidad.

Estos analisis fueron realizados por la seccidén de cultivo celular y citometria de flujo del
Servicio Central de Investigaciones Experimentales (SCSIE) de la Universitat de Valéncia.
Se analizaron dos muestras por macho y diluyente, una tefiida con M1 (HOECHST, Yoduro
de propidio, carboxifluoresceina) en la que se evalué la viabilidad y el estado del acrosoma;
y otra tefida con M2 (DAPI, MitoTracker Deep Red, MitoSOX) en la que se evalud la
viabilidad, la presencia de ROS mitocondrial y el potencial de membrana mitocondrial.

Las muestras se prepararon segun la tincion siguiendo los protocolos presentados en la
Fig3 para la tincion M1, y Fig4 para la tincion M2.

Los datos se obtuvieron mediante el software BD FACSDiva 8.0.2. que permite la

subdivision de las poblaciones de las diferentes tinciones.
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37 uL BSA

3 L semen 700 pL PBS
3,7uL 3T Incubar 5' a 38°C Centrifugar 5'a 3,4 rpm Sobrenadante H
N > .
— — e _— ] — — .
vortex =, D. \ vortex || N
] P— .y
Fig3. Protocolo de citometria para tincion M1
189 pL BSA
SuL semen 700 pL PBS
éuL M2 Incubar 15' a 38°C Centrifugar 5'a 3,4 rpm Sobrenadante s
r'e X .
B —> = R — — R — V T — —_— '-J
vortex = \'@_ 7 vortex || e
= — =~ J e
Fig4. Protocolo de citometria para tincion M2
3.4.1 Viabilidad

Para evaluar la viabilidad espermatica se utilizo el colorante DAPI (componente de tincién
M2). Segun la intensidad de fluorescencia se diferencian tres poblaciones espermaticas:

espermatozoides vivos, muertos, y moribundos (Fig 5).

21-3-2023-690H P

Live

{1 1,000)

Zombies Dead

FSC-A

111 l‘Tol 11 11?01 11 12?01 11 12?0

50

|

T—me"l T lllllll T llllllll T ll’llllll T
1020 102 107 10 10°
237 UV-450/40-4

Fig 5. Analisis de viabilidad espermatica a Oh en medio P obtenido mediante citometria de
flujo, muestra tefiida con DAPI (tincién M2). En verde (DAPI -) la poblacion de
espermatozoides vivos, en amarillo la poblacion de espermatozoides moribundos (DAPI

+), y en rosa la poblacion de espermatozoides muertos (DAPI +).
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3.4.2 Potencial de membrana mitocondrial

El potencial de membrana mitocondrial de los espermatozoides se midié con MitoTracker
Deep Red (componente de tincion M2). Los resultados se expresaron en dos grupos:

espermatozoides con potencial de membrana mitocondrial bajo (despolarizado) o alto
(hMMP; polarizado) (Fig 6).

22-3-2023-76 24h F

A

Pot++
Pot-

b

l‘ I‘I‘IIIIII T IIIIIII'I T
10* 10%

Fig 6. Analisis del potencial de membrana mitocondrial a 24h y medio F obtenido
mediante citometria de flujo, muestra tefida con MitoTracker Deep Red (tincion M2). La
poblacién coloreada en verde corresponde a espermatozoides vivos, con hMMP (alto
potencial de membrana mitocondrial, MTR +) o con bajo potencial de membrana
mitocondrial (MTR -), la poblacion coloreada en amarillo corresponde a espermatozoides
moribundos, todos muestran bajo potencial de membrana, y la poblacién rosa
corresponde a espermatozoides muertos con bajo potencial de membrana mitocondrial
(MTR -).

3.4.3 Presencia de ROS mitocondrial

El nivel de estrés oxidativo se midié con MitoSox Red (componente de tincion M2). Los

resultados se expresaron en dos poblaciones: elevado estrés oxidativo y bajo o nulo estrés
oxidativo (Fig 7).

En la Fig 8 se muestra el analisis general de la tincion M2, la representacion conjunta de la

viabilidad, el potencial de membrana mitocondrial y la presencia de ROS mitocondrial.
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Fig 7. Analisis del estrés oxidativo mitocondrial a 24h en medio F obtenido mediante
citometria de flujo, muestra tefiida con MitoSox Red (tincion M2). La poblacion coloreada
en verde corresponde a espermatozoides vivos no estresados (bajo estrés oxidativo), la

poblacion rosa corresponde a espermatozoides muertos con elevado nivel de estrés
oxidativo, y en amarillo se muestran los espermatozoides moribundos, algunos con bajo

nivel de estrés oxidativo (Stres--), y otros con elevado nivel de estrés oxidativo (Stres++).

21-3-2023-690H P

10°
1
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Fig 8. Analisis general de la muestra tefida con MasterMix2 (M2), la poblacion en el
recuadro superior izquierdo corresponde a espermatozoides vivos (poblacion coloreada
en verde), con alto potencial de membrana mitocondrial y baja presencia de ROS
mitocondrial (espermatozoides sanos), la poblacion en el recuadro inferior derecho
corresponde a espermatozoides muertos (poblacion coloreada en rosa) o
espermatozoides moribundos (poblacién coloreada en amarillo), con bajo potencial de
membrana mitocondrial y elevada presencia de ROS mitocondrial.
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3.5 Analisis estadistico

Se han realizado tres réplicas de todos los grupos experimentales. Antes de realizar el
analisis estadistico se comprob¢ la normalidad con la prueba Kolmogrov-Smirnov. Aquellas
variables que no tenian una distribucién normal se transformaron antes de su analisis, se
realiz6 una transformacion logaritmica para las variables dependientes no porcentuales
(VCL, VSL, VAP), y el arcoseno de la raiz cuadrada para las variables dependientes
porcentuales.

Se utilizé el analisis de modelo lineal generalizado (IBM SPSS Statistics, v26) incluyendo
los efectos principales, el tiempo y el sustrato, y todas las posibles interacciones dobles en
el modelo para todas las variables.

Los resultados de los efectos principales se muestran como media + error estandar. Se

considero estadisticamente significativo un valor de p < 0,05.
4. RESULTADOS

4.1 Efecto de la conservacion seminal a diferentes tiempos y sustratos sobre la motilidad y
cinética de los espermatozoides

Los niveles significativos y los resultados de los efectos principales del modelo se presentan
en las Tablas 2 y 3. El tiempo no presenta diferencias significativas en las variables VCL y
VAP, y el factor tiempo por sustrato tampoco presenta ninguna diferencia significativa en la
variable VSL. La motilidad total (TM), la motilidad progresiva (PM) y la velocidad de
trayectoria promedio (VAP) del esperma disminuyeron significativamente con el tiempo,
mientras que las velocidades VCL y VAP tuvieron un pequefio aumento.

En relacion con el sustrato, los espermatozoides diluidos en medios de lactato y piruvato
revelaron mayor TM y PM, mientras que las velocidades VCL, VAP y VSL fueron mayores
en los espermatozoides diluidos en medios de glucosa y fructosa (Tabla 3).
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Tabla 2. Niveles significativos de los factores para las variables estudiadas.

Factores Variables'

MT PM VCL VAP VSL
Tiempo * b NS NS w
Sustrato - - - - -
Tiempo*Sustrato > > > > NS

'MT: porcentaje de espermatozoides moviles; PM: porcentaje de motilidad progresiva; VCL:

velocidad curvilinea (um/s); VAP: velocidad de trayectoria promedio (um/s); VSL: velocidad

en linea recta (um/s). NS: no hay diferencias significativas; ** p<0,001

Tabla 3. Efecto de la conservacion seminal a diferentes tiempos y sustratos sobre la

motilidad y cinética de los espermatozoides.

Factores’ Variables®

MT PM VCL VAP VSL
TIEMPO (h)
0 62 £ 2,42 97,2+0,32 151 + 3,6° 87,9+3,22 69,8+3,3°
24 26,8 +35° 86,8+2,1° 148,6 £ 4,62 79,1 +3,0° 451 +23°
48 15,6 +2,8° 71,1+43° 166,5+11,12 943+8,9° 31,8+1,8°
SUSTRATO (uL)
G 284+6,3° 787+57° 1786+11,42 105+9,52 521+512
F 282+55> 853+3,9° 163,3+5,02 941+432 56,1+4,72
L 47,7 £ 3,72 93 +£1,02 138,5 +4,8° 715+50° 499+542
P 459+482 925+242 132,7 + 6,0° 721 +42° 503 +4,6°
NaCl 23,8+72° 752+57° 164,6+1312 934+9,62 358+4,3°

'G: glucosa; F: fructosa; L: lactato; P: piruvato; NaCl: cloruro de sodio

2MT: porcentaje de motilidad total; PM: porcentaje de motilidad progresiva; VCL: velocidad

curvilinea (um/s); VAP: velocidad de trayectoria promedio (um/s); VSL: velocidad en linea

recta (um/s)

18



4.2 Efecto de la conservacion seminal a diferentes tiempos y sustratos sobre el potencial
de membrana mitocondrial, viabilidad y respuesta oxidativa

Todos los niveles de los factores para las variables estudiadas son significativos, los
resultados de los efectos principales del modelo se presentan en la Tabla 4. La tasa de
espermatozoides vivos decrece relativamente mientras que se ve un gran aumento en
cuanto a espermatozoides vivos pero no funcionales.

Hubo una caida significativa en la tasa de hMMP de los espermatozoides a medida que
aumento el tiempo, principalmente durante las primeras 24 h (56,1, 32,7 y 29,2 % de MMP
alta durante 0, 24 y 48 h, respectivamente; p < 0,05; Tabla 5). Se observaron resultados
similares en cuanto a los espermatozoides sanos. La produccion de Ros mitocondrial
aumenta con el tiempo. En relacion con el sustrato hay una clara diferencia entre los
sustratos G y F con elevada tasa de estrés oxidativo, y baja tasa de espermatozoides sanos
y con alto potencial de membrana; y los sustratos L y P con espermatozoides sanos, con
bajo estrés oxidativo y alto potencial de membrana mitocondrial.

Tabla 4. Efecto de la conservacion seminal a diferentes tiempos y sustratos sobre la
viabilidad y funcion mitocondrial de los espermatozoides.

Factores’ Variables®

Vivos hMMP ROS Sanos
TIEMPO (h)
0 55,4+22%8 56,1+£23% 40,7x27° 56,6 + 2,42
24 50,1 +25° 327+39° 56,8+29° 31,6 +3,9°
48 409+3,6° 29,2+45° 68,8+4,6° 26,3 +4,5°
SUSTRATO (uL)
G 36,7 £4,2° 27 + 5,4 66,3 £ 5,02 25,5 +5,6°
F 37 £3,7° 27,3+47° 658 +4,7° 25,9+ 5,0°
L 548 +27° 56,4+28% 40,5+3,3° 55,5+2,92
P 536+25° 553+272 429+209° 54,4 + 2,82
NaCl 61,8+1,92 30,6+6,1° 61,6+6,1° 29,4 + 6,4°

'G: glucosa; F: fructosa; L: lactato; P: piruvato; NaCl: cloruro de sodio

2Vivos: porcentaje de espermatozoides vivos; hMMP: porcentaje de espermatozoides con
alto potencial de membrana mitocondrial; ROS: porcentaje de espermatozoides con
presencia de ROS mitocondrial; Sanos: porcentaje de espermatozoides sanos
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4.3 Efecto del tiempo en los diferentes parametros de motilidad espermatica segun el
sustrato

La motilidad espermatica total (MT) muestra una disminucién en los medios de F, G, L a las
24 y 48 horas, mientras que los medios L y P mantienen una motilidad total bastante
superior desde las Oh hasta las 48h (Fig 9).

Después de las 24h, la motilidad espermatica progresiva (PM) disminuye significativamente
en todos los medios, excepto en el medio L en el que mantuvo el mismo nivel que PM a 0
h. En este caso L y P también son superiores al resto de sustratos (Fig 10).

Respecto la velocidad curvilinea (VCL), el grupo control N muestra un gran aumento desde
las Oh hasta las 48h, G y F muestran un pequefio aumento a las 24h, L y P se quedan por
debajo del resto de sustratos (Fig 11). De forma similar sucede en la velocidad de trayectoria
promedio (VAP) (Fig 12).

La velocidad en linea recta (VSL) disminuye significativamente entre las 0 y 24h y continua
disminuyendo de manera mas relativa a partir de las 24h hasta las 48h en todos los medios,
el grupo control N es bastante inferior al resto (Fig 13).

% MT

70
g 60
= 50
2 40
B
3 30
S 20
[e]
= 10

0

0 24 48

— F G L P e |\ Tiempo (h)

Fig 9. Efecto del tiempo (0h-24h-48h) y diferentes sustratos (F, G, L, P, N) sobre la
motilidad espermatica total (MT) de espermatozoides caprinos.
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Fig 10. Efecto del tiempo (0Oh-24h-48h) y diferentes sustratos (F, G, L, P, N) sobre la
motilidad espermatica progresiva (PM) de espermatozoides caprinos.

250

200

150

100

50

Velocidad curvilinia (um/s)

VCL
0 24 48
Tiempo (h)

— — G L [

Fig 11. Efecto del tiempo (Oh-24h-48h) y diferentes sustratos (F, G, L, P, N) sobre la
velocidad curvilinea (VCL) de espermatozoides caprinos.
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Fig 12. Efecto del tiempo (0Oh-24h-48h) y diferentes sustratos (F, G, L, P, N) sobre la
velocidad de trayectoria promedio (VAP) de espermatozoides caprinos.
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Fig 13. Efecto del tiempo (0h-24h-48h) y diferentes sustratos (F, G, L, P, N) sobre la
velocidad en linea recta (VSL) de espermatozoides caprinos.

4.4 Efecto del tiempo en los diferentes parametros de funcién mitocondrial y viabilidad
segun el sustrato

En cuanto al potencial de membrana mitocondrial existe una gran diferencia entre los
grupos F, Gy Ny los grupos L y P, siendo estos ultimos superiores. F, G y N disminuyen
significativamente de las Oh a las 48 mientras que L y P no solo no disminuyen si no que
llegan a aumentar (Fig 14). En la oxidacién mitocondrial ocurre lo contrario, los grupos F, G
y N muestran un crecimiento constante desde las Oh hasta las 48h mientras que L y P son

constantes o disminuyen minimamente (Fig 15).
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Los grupos P, L y N presentan bastante mas viabilidad que los grupos F y G (Fig 16) pero
solo los grupos P y L presentan una salud constante durante todo el periodo temporal, F, G
y N muestran un gran deterioro desde las Oh hasta las 48h (Fig 17).
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Fig 14. Efecto del tiempo (0h-24h-48h) y diferentes sustratos (F, G, L, P, N) sobre el
potencial de membrana mitocondrial (hMMP) de espermatozoides caprinos.
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Fig 15. Efecto del tiempo (0h-24h-48h) y diferentes sustratos (F, G, L, P, N) sobre la

oxidacion mitocondrial de espermatozoides caprinos.
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Fig 16. Efecto del tiempo (0h-24h-48h) y diferentes sustratos (F, G, L, P, N) sobre la
viabilidad de espermatozoides caprinos.
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Fig 17. Efecto del tiempo (0Oh-24h-48h) y diferentes sustratos (F, G, L, P, N) sobre la salud

de espermatozoides caprinos.
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5. DISCUSION

El objetivo de este estudio fue examinar el efecto de los diferentes sustratos durante el
almacenamiento liquido del semen de cabra sobre la motilidad, la viabilidad y la actividad
mitocondrial. Como se senald anteriormente, la principal objecion a la refrigeracién es la
corta vida util de los espermatozoides.

En semen caprino, como se encontrd en otros trabajos, se observa que la motilidad de los
espermatozoides disminuyd a medida que aumentaba el tiempo, ademas, se observa que
otros parametros de calidad de los espermatozoides de cabra almacenados a 17°C, como
las velocidades y el hMMP, también disminuyeron a medida que aumentaba el tiempo de
almacenamiento (Sadeghi, S., 2020).

La elevada presencia de ROS mitocondrial se ha utilizado como parametro de calidad del
esperma ya que se correlacioné negativamente con la fertilidad y se observa que las
especies reactivas de oxigeno aumentaban a medida que aumentaba el tiempo de
almacenamiento, suponiendo que los espermatozoides almacenados durante 48 h tendrian

un potencial de fertilidad mas bajo.

En este estudio, se prueban cuatro sustratos, glucosa, fructosa, lactato, y piruvatos
utilizados comunmente en la refrigeraciéon de semen caprino.

Respecto a la motilidad, se observa que tanto para la motilidad total como para la progresiva
los mejores sustratos son el lactato y el piruvato, teniendo en cuenta que para la motilidad
se necesita energia se puede decir que los espermatozoides caprinos han usado la via
OXPHOS para la obtencion de energia. Sin embargo, las velocidades mas elevadas se
observan con los sustratos de glucosa y fructosa, lo que puede significar que el aporte de
energia de la via glucolitica junto con la via OXPHOS aportan mas velocidad espermatica.

Al observar las interacciones de motilidad y velocidad con el tiempo se ve que la motilidad
total y la progresiva en los sustratos lactato y piruvato descienden progresivamente con el
tiempo mientras que el resto de los sustratos no, por ejemplo tanto glucosa como fructosa
y el grupo control presentan un pico de descenso a las 24h en la motilidad total, mientras
que en la motilidad progresiva presentan un pico algido a las 24h. Esto podria deberse a
que la via glucolitica deja de funcionar pasado cierto tiempo, mientras que la via OXPHOS
funciona de manera progresiva durante las 48h.

25



Respecto a las interacciones entre el tiempo y las velocidades, los grupos con velocidades
mas elevada son la glucosa y el grupo control excepto en la velocidad en linea recta donde

el grupo mas elevado es la fructosa.

Las muestras con lactato y piruvato como diluyentes obtienen mayor viabilidad que los
sustratos fructosa y glucosa, aunque por debajo del grupo control, pero al observar
espermatozoides sanos, el grupo control decae incluso por debajo de los sustratos glucosa
y fructosa, por lo que se puede decir que el piruvato y el lactato ofrecen mayor viabilidad.
Las interacciones de la viabilidad con el tiempo muestran que los grupos lactato y piruvato
se mantiene estables de las Oh hasta las 48h, mientras que fructosa y glucosa decae sobre
todo a partir de las 24h.

Se observa, por tanto, que la fosforilacion oxidativa aporta el ATP necesario para realizar
las funciones celulares y mantenerse no solo con vida, sino con salud, mientras que la via
glucolitica no aporta la cantidad de energia necesaria para mantener el espermatozoide

con vida, y sobre todo, no aporta la energia necesaria pasadas 24h.

Hay mayor presencia de ROS mitocondrial en espermatozoides de los grupos glucosa y
fructosa con respecto a los grupos d lactato y piruvato, en consecuencia, los
espermatozoides de los grupos lactato y piruvato tienen el potencial de membrana mas
elevado que los grupos de glucosa y fructosa.

Al observar las interacciones con el tiempo se observa una gran diferencia entre los grupos
lactato y piruvato, que mantienen un elevado potencial de membrana mitocondrial y el resto
de los grupos, que presentan potencial de membrana mitocondrial bajo sobre todo a partir
de las 24h. En la interaccion entre el tiempo y la produccion de ROS mitocondrial se observa
una constante en los grupos de lactato y piruvato, es decir, la via OXPHOS practicamente
no produce especies reactivas de oxigeno en las mitoncodrias, mientras que la via
glucolitica genera una gran cantidad de ROS mitocondrial, lo que a su vez afecta al

potencial de membrana mitocondrial.

Los resultados obtenidos concuerdan con la hipotesis propuesta.
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6.CONCLUSION

Segun los resultados se concluye que el esperma caprino almacenado a 17°C en PBS
mantiene mejores parametros de calidad cuando se utiliza lactato y piruvato como sustratos
energeéticos. En estudios futuros se evaluara el efecto de los sustratos lactato y piruvato a
diferentes concentraciones y con bloqueadores de las diferentes rutas metabdlicas sobre
los parametros de calidad espermaticos con el objetivo de desarrollar un medio de

conservacion optimo para la refrigeracion de semen caprino.
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AUTOEVALUACION

Mi paso por BIOTSPERM ha sido no solo enriquecedor a nivel de aprendizaje sino también
a nivel personal, por un lado he aprendido sobre el trabajo de investigacion, desde realizar
el proceso experimental hasta analizar los resultados del trabajo realizado en el laboratorio;
y por otro lado he aprendido el trabajo que una investigacion conlleva, a dar una explicacion
cientifica ante unos resultados inesperados, o a hacer las modificaciones necesarias

cuando ha surgido algun error al trasladar el proceso experimental al laboratorio.

Todas mis expectativas se han cumplido, antes de llegar al grupo de investigacion esperaba
un buen ambiente de trabajo y companerismo, he tenido la suerte de compartir laboratorio
con una compariera de biotecnologia de la Universidad de Valencia y una doctorada que
me ha explicado todo lo que necesitaba saber y me ha ayudado en todo el proceso.

En cuanto a conceptos aprendidos, principalmente el funcionamiento espermatico, sus
parametros de calidad y su bioenergética, ademas he conocido las diferentes técnicas de
inseminacion artificial actuales. También he aprendido a utilizar el sistema informatico CASA
y a ver los espermatozoides en el microscopio.

He trabajado con un citdmetro de flujo, y por lo tanto, he aprendido a como preparar las

muestras antes de analizarlas en el citdometro y, sobre todo, ha analizar los resultados.
Como conclusion, mi paso por el grupo de investigacion BIOTSPERM ha sido de gran

ayuda para mi desarrollo laboral y personal enfocado a la investigacion, y me ha ofrecido
experiencia laboral en el sector de la biotecnologia.
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