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RESUMEN

Lageneracion de ROS fue medida por citometria de flujo en muestras espermaticas descongeladas incubadas
sin (niveles basales) o con (niveles inducidos) un inductor de ROS (1 mM de tert-butyl hidroperoxido) por 30 min
a 39 °Cy 5% de CO,. Ademas, fueron simultaneamente tefiidas con 2°, 7°-diacetato de diclorodihidrofluoresceina,
acetil ester (1 mM, CM-H,DCFDA), para estimar la produccion de ROS e, ioduro de propidio (1.5 mM) para
excluir la poblacion espermatica muerta. Los eyaculados de nueve verracos fueron congelados con 3% de glicerol
y descongelados a <1200 6 ~1800 °C min'. La produccién de ROS fue medida a los 0, 60, 120, 240 y 360 min en
muestras mantenidas a 21-23 °C (no incubadas), 0 a 39 °C y 5% de CO, (incubadas). La velocidad de descongelacion
no registro influencia (P>0.05) sobre la produccion de ROS. La generacion de ROS fue constante (P>0.05) en el
tiempo en las muestras no incubadas, pero mostré un incremento progresivo en las muestras incubadas, siendo
significativa (P<0.05) desde los 120 min en niveles basales 6 60 min de incubacién en niveles inducidos. Ademas,
una significativa variabilidad eyaculado/verraco fue evidente, tanto en niveles basales como inducidos en las
muestras incubadas. La produccion de ROS basal e inducida estuvo significativamente (P<0.01) correlacionada con
la calidad espermatica. La técnica utilizada es de gran utilidad para evaluar capacidad funcional en espermatozoides
congelados-descongelados; sin embargo, se requieren estudios adicionales para estandarizar la misma y establecer
umbrales indicativos de pérdida de calidad espermatica.
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ABSTRACT

The ROS generation was measured by flow citometry in thawed sperm samples incubated without (basal
levels) or with (induced levels) a ROS inductor (1 mM tert-butyl hydroperoxide) for 30 min at 39 °C and 5% CO.,.
Sperm cells were simultaneously stained with 2°, 7°-dichlorodihydrofluorescein diacetate, acetil ester (1 mM, CM-
H,DCFDA), to estimate the production of ROS, and propidium iodide (1.5 mM) to exclude dead sperm from the
analysis. The ejaculates from nine boars were frozen with 3% of glycerol and warmed at ~1200 or ~1800°C min'.
The ROS production was measured at 0, 60, 120, 240 y 360 min in sperm samples hold at ~21-23 °C (not incubated)
or at 39 °C and 5% CO, (incubated) over time. Warming rate had not influence (P>0.05) on ROS production. ROS
generation was constant (P>0.05) over time in not incubated samples, but it showed a progressive increase in
incubated samples, being it significant (P<0.05) from the 120 min in basal levels or 60 min of incubation in induced
levels. Significant (P>0.01) ejaculate/boar variability was evident in both basal and induced ROS production in
the incubated sperm samples. Both basal and induced ROS production were significantly (P<0.01) correlated with
the percentages of total and rapid progressive, motile and viable spermatozoa. The technique is of great utility to
evaluate functional capacity in frozen-thawed sperms; however, additional studies are required to standardize the
same one and to establish indicative thresholds of sperm quality loss.
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INTRODUCCION

En los tltimos afios, nuevos sistemas para envasar
las dosis espermaticas (Eriksson y Rodriguez-Martinez,
2000); la optimizacion del protocolo de criopreservacion
(Carvajaletal.,2004)y lanecesidad de complementar los
diluyentes con antioxidantes (Roca et al., 2004 y 2005)
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siendo un objetivo mejorar los rendimientos productivos
del semen criopreservado.

Las ROS son producidas bajo condiciones
aerobicas por todas las células vivas (Brouwers ef al.,
2005). En los espermatozoides es un proceso fisiologico
requerido para que tenga lugar la capacitacion y reaccion
acrosomica (de Lamirande et al., 1998; O’Flaherty et al.,
2006). Parte de la reduccion en la motilidad y fertilidad
espermatica asociada con la criopreservacion podria ser
debido al dafio oxidativo de una excesiva o inapropiada
formacion de ROS (Guthrie y Welch, 2006). Este estrés
funcional terminard a corto plazo con la muerte de los
espermatozoides que la experimentan y, ademas, por la
liberacion del exceso de ROS, potenciara el fendomeno
de peroxidacion lipidica en los espermatozoides que
todavia mantenian la funcionalidad, lo cual da lugar al
“envejecimiento prematuro”, que provocara la muerte
espermatica en corto periodo de tiempo (Saleh y
Agarwal, 2002; Brouwers et al., 2005).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar
la influencia de la velocidad de descongelacion y el
tiempo de conservacion post-descongelacion en la
produccion de ROS por parte de los espermatozoides
de verraco; y determinar la posible correlacion entre
la generacion de ROS y los parametros habituales de
calidad espermatica.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizo en el Laboratorio de
Andrologia, Departamento de Medicina y Cirugia
Animal, Universidad de Murcia, Espafa. Se colectaron
los eyaculados de nueve verracos hibridos comerciales
(Landrace, Duroc, Large White y Yorkshire), fértiles
y de dos a cuatro afios de edad, pertenecientes a las
empresas Batallé S.A., Proinserga S.A. y UVE S.A.
Inmediatamente después, la fraccion rica fue diluida 1:1
(v/v) en BTS (Beltsville Thawing Solution; compuesta
de 205 mM L' glucosa, 20.39 mM L' NaCl, 5.40 mM
L' KCl, 15.01 mM L"' NaHCO,, 3.35 mM L EDTA,
50 pg mL! kanamicina; pH 6.9-7.6; osm 298-310). A
continuacion, se evaluaron los parametros seminales
utilizando técnicas estandar de laboratorio (Martin Rillo
et al., 1996). Solamente aquellos eyaculados con > 200
x 106 espz mL"' y con una calidad espermatica de >
85% espermatozoides con morfologia normal, > 75%
de motiles y > 80% de viables fueron seleccionados
para la criopreservacion. Los eyaculados seleccionados
fueron dispensados en tubos de 50 mL e introducidos
en una nevera a 17 °C. Una vez a ésta temperatura,
los tubos fueron depositados en cajas de poliespan y
transportados al Laboratorio de Andrologia del Hospital
Clinico Veterinario de la Universidad de Murcia. En el
laboratorio, se contrast6 de nuevo la calidad espermatica
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y aquellos eyaculados que mantenian la calidad
arriba  mencionada fueron procesados para su
criopreservacion.

La congelacion se realizd en pajuelas de 0.5 mL
siguiendo el procedimiento originalmente descrito
para pajuelas de 5 mL por Westendorf et al. (1975) y
posteriormente adaptado para pajuelas de 0.5 mL por
Thurston et al. (1999) y Carvajal et al. (2004). La
fraccion rica diluida 1:1 (v/v) en BTS y conservada
a 17 °C fue centrifugada a 2400 x g durante 3 min.
Una vez eliminado el sobrenadante por aspiracion, el
sedimento espermatico se diluy6é con LEY (80% v/v,
310 mM B-lactosa, 20% v/v yema de huevo y 100 pg
mL"! sulfato de kanamicina; pH 6.2; 330 £ 5 mOsmol
kg™") hasta una concentracion de 1.5 x 10° espz mL-".
A continuacion, se procedido a un enfriamiento lento
y progresivo de los espermatozoides diluidos hasta
una temperatura de 5 °C mediante su deposicion en
una vitrina térmica durante 2 h. Una vez a 5 °C, los
espermatozoides se re-diluyeron LEYGO (89.5% LEY,
9% glicerol y 1.5% Equex STM v/v; pH 6.2 y 1145 +
17 mOsmol kg') hasta una concentracion espermatica
final de 1 x 10° espz mL"'. Inmediatamente después, se
procedio al envasado y sellado mecanico en pajuelas de
0.5 mL. Posteriormente las pajuelas fueron congeladas
en un biocongelador programable, para luego ser
inmersas en nitrogeno liquido (LN,) y almacenadas en
tanques, donde se conservaron hasta el momento de la
descongelacion.

Dos pajuelas de cada uno de los eyaculados de
verraco fueron descongeladas a =1200 6 ~=1800 °C
min’. El contenido de cada una de las dos pajuelas
para cada velocidad de descongelacion fue fraccionado
en dos mitades. Tras la correspondiente dilucion en
BTS, fueron conservadas durante 360 min, una mitad a
temperatura ambiente de laboratorio (=21 - 23 °C) y la
otra incubada a 39 °C'y 5% de CO,. Alos 0, 60, 120, 240
y 360 min post-descongelacion, se prepararon alicuotas
(= 6 x 10° células) y se determind la produccion de ROS,
motilidad y viabilidad.

Motilidad y calidad espermatica

Las muestras espermaticas descongeladas fueron
diluidas gradualmente en BTS, hasta una concentracion
de 30 x 10° espz mL"!, para la evaluacion de la motilidad
mediante un sistema de analisis computarizado (CASA),
siguiendo el procedimiento descrito por Cremades et
al. (2005). Para cada evaluacion, se colocaron 4 puL de
semen en una camara Makler, previamente atemperada
a 39 °Cy se analizaron 3 campos, evaluando un minimo
de 100 espz muestra™. Los pardmetros analizados fueron
los siguientes: porcentaje total de espermatozoides
motiles (%TSM) y porcentaje de espermatozoides con



movimiento progresivo rapido (%RPS, >50 pm s™).

Integridad de las membranas plasmatica y
acrosomal

La integridad de las membranas plasmatica y
acrosomal fue valorada mediante una triple tincion
fluorescente, basada en la descrita previamente para
espermatozoides de vacuno por Nagy et al. (2003) y que
contempla la utilizaciéon de una concentracion final de
500 nM SYBR-14 [100 uM solucion stock en dimetil
sulfoxido (DMSO)], 75 uM ioduro de propidio (IP; 1.5
mM en PBS) y 5 ug mL"' de una solucion de lecitina de
Arachis hypogaea conjugada con ficoeritrina (PE-PNA;
1 mg mL"! solucion stock). Las muestras espermaticas
congeladas-descongeladas fueron re-diluidas en BTS
hasta 30 x 10° espz mL", entonces 100 puL (=3 x 10°
células) de dicha dilucién, fueron incorporados a tubos
que contenian 15 plL de lamezcla de los tres fluorocromos
(5 pL de solucion stock de cada uno) y se incubaron
en una estufa a 37 °C por 10 min. Posteriormente se
afiadieron 400 pL de PBS y se procedio al analisis de
las muestras en el citometro de flujo, equipado con
un laser de argon (488 nm, 20 mW). Se adquirieron
10000 eventos por muestra (ratio 1200 células s') y los
analisis fueron realizados con el software EXPO 2000.
Los espermatozoides fueron clasificados en cuatro
subpoblaciones diferentes: vivos con acrosoma integro
(VAI), vivos con acrosoma dafiado (VAD), muertos
con acrosoma integro (MAI) y finalmente, muertos con
acrosoma dafiado (MAD). En los resultados se recogen
los datos unicamente de la poblacion VAL, al ser ésta la
unica fisioldgicamente funcional.

Determinacion de la produccion de ROS

La produccion de ROS en los espermatozoides
vivos tras el proceso de congelacion-descongelacion
fue determinada mediante la utilizacion
combinada de los fluorocromos 2’, 7’-diacetato de
diclorodihidrofluoresceina, acetil ester (1 mM, CM-
H,DCFDA) e ioduro de propidio (1.5 mM, IP), y
cuantificada por citometria de flujo siguiendo una
modificacion del método descrito por Guthrie y Welch
(2006). Cada muestra de espermatozoides congelados-
descongelados se sub-dividid en tres sub-muestras,
las cuales fueron re-diluidas en BTS hasta una
concentracion de ~6 x 10° células (dilucion 1:5, v/v). A
dos sub-muestras (1000 pL), se le adicionaron 5 ul de la
solucion de IPy 1 uL de la solucion de CM-H,DCFDA'y
se incubaron a 39 °C con 5% de CO, durante 30 min. Asi
mismo, a una de estas dos sub-muestras se le adiciono,
también previo a la incubacion, 1 uL de la solucion de
tert-butyl hidroperoxido (1 mM, TBHP) con el objetivo
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de inducir la generacion de ROS. A la cantidad final de
ROS producida en cada una de las dos sub-muestras
se le restaron los niveles de ROS detectados en la tercera
sub-muestra, a la cual solamente se le adicionaron 5 pL
de la solucion de IP antes de la incubacion (control).
Los datos fueron analizados utilizando el software FCS
Express, version 3.0. La intensidad de fluorescencia de
DCEF (diclorofluoresceina) fue expresada como unidades
de fluorescencia por millon de espermatozoides vivos
(UF en 10" espz). Adicionalmente, el porcentaje de
células vivas (IP negativo) fue determinado.

Analisis estadistico

Para el analisis de los datos se utilizo el paquete
estadistico SPSS version 14.0. El procedimiento de
descongelacion y las condiciones de conservacion de las
muestras descongeladas sobre la calidad espermatica y
los niveles de ROS producidos en las muestras seminales
congeladas-descongeladas, se evalu6 mediante un
analisis de varianza (ANOVA). Se utiliz6 un modelo
mixto en el que el procedimiento de descongelacion, la
necesidad o no de incubar las muestras espermaticas,
el tiempo de conservacion de dichas muestras, el
verraco y sus interacciones, fueron considerados como
factores fijos. La pajuela de semen descongelada
(dos por ensayo), considerada como replicado, fue
el factor aleatorio. Cuando el ANOVA reveld efectos
significativos, los valores fueron comparados usando la
prueba de Bonferroni. La existencia o no de diferencias
entre los porcentajes de espermatozoides viables
(triple tincién) y vivos (ioduro de propidio negativo)
se evalud mediante una ¢ de Student. Las diferencias
fueron consideradas estadisticamente significativas para
P<0.05. Los datos fueron expresados como media de
minimos cuadrados (LSM) + error estandar (SEM). El
coeficiente de correlacion de Spearman fue elegido para
evaluar el grado de relacion existente entre los niveles
de ROS producidos y la calidad espermatica.

RESULTADOS Y DISCUSION

La motilidad (tanto el porcentaje de motiles
totales como de rapidos progresivos) espermatica fue
diferente (P<0.01) entre las muestras no incubadas e
incubadas, siendo dichos porcentajes siempre menores
en las muestras incubadas (con valores medios de
44.73£0.91 y 29.95+0.75, respectivamente) que en
las no incubadas (51.53+0.85 y 35.61%0.73). Sin
embargo, no hubo diferencias en el porcentaje de
espermatozoides viables (58.78+0.99 y 59.26+0.94,
para no incubadas e incubadas respectivamente). No
se encontraron diferencias significativas (P>0.05) en
la calidad espermatica entre muestras descongeladas



con ambas velocidades; esta circunstancia que difiere de
los resultados de Roca et al. (2007) podria deberse a la
buena calidad espermatica observadaaladescongelacion
en la mayor parte de los eyaculados utilizados, ya que
estos autores contemplan como la velocidad no influye
en aquellos eyaculados que muestran una buena calidad
espermatica a la descongelacion, siendo su influencia
muy significativa en aquellos en los que la calidad
espermatica a la descongelacion es pobre.

Los porcentajes de espermatozoides vivos (no
tefiidos con ioduro de propidio) observados en las
muestras espermaticas procesadas en los ensayos
realizados para la determinacion de ROS, fueron
similares (P>0.05) al de viables en las muestras no
incubadas y diferente (P<0.05) en las incubadas, donde
el porcentaje de vivos fue siempre menor.

Los niveles de ROS (intensidad de fluorescencia
DCF), tanto basales como inducidos fueron siempre
significativamente (P<0.01) mas elevados en las
muestras incubadas. La velocidad de descongelacion
no tuvo influencia significativa (P>0.05) sobre la
produccion de ROS de las muestras espermaticas,
independientemente de si fueron o no incubadas. Es
dificil determinar la magnitud de dichos niveles; en
primer lugar existen pocas experiencias con las que
comparar estos resultados, y en segundo lugar, no
estan todavia establecidos umbrales de fluorescencia
indicativos de funcionalidad espermatica, con los que
podamos asociar dichos resultados. Gadea et al. (2005)
y Guthrie y Welch (2006) valoraron la produccion
espermatica de ROS; sin embargo, los tiempos de
incubacion de los espermatozoides con los fluorocromos,
el inductor utilizado, asi como las unidades con que se
expresaron los niveles de fluorescencia difieren entre
ellos y, del protocolo utilizado en esta investigacion.
Sin embargo, los niveles de ROS apreciados en este
trabajo son similares a los registrados por Hernandez
et al. (2007), quienes ademas mencionan que no
difieren de los observados en las mismas muestras
espermaticas, antes de someterlas al proceso de
congelacion-descongelacion. Hecho este ultimo, la
ausencia de diferencias en la produccion de ROS
entre los espermatozoides vivos frescos o congelados-
descongelados, también constatado por Guthrie y
Welch (2006). Logicamente dicha circunstancia no es
indicativa de que el proceso de criopreservacion no
induzca la produccion de ROS, hecho ya demostrado
con anterioridad en varias especies (Alvarez y Storey,
1992; Chantterjee y Gagnon, 2001), sino mas bien es
indicativa de que los espermatozoides que superan el
proceso de criopreservacion producen la misma cantidad
de ROS que los frescos.

En las muestras no incubadas, es decir en aquellas
que se conservaron a temperatura ambiente de laboratorio
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(=21-23 °C) durante 360 min, no se registraron
diferencias (P>0.05) en la produccion de ROS a lo largo
del tiempo, tanto en la produccion basal como en la in-
ducida (Figura 1), si bien a cada tiempo post-desconge-
lacién, la produccion de ROS inducida fue siempre mas
elevada (P<0.01) que la basal. Se eligié conservarlas a
temperatura ambiente porque es el procedimiento ha-
bitual utilizado con las dosis seminales, las cuales una
vez descongeladas son conservadas a dicha temperatura
hasta el momento de la inseminacion. Esta circunstan-
cia indica que las muestras espermaticas congeladas-
descongeladas y mantenidas a temperatura ambiente no
sufren estrés oxidativo, al menos durante las primeras
seis horas. Por lo tanto, la pérdida progresiva de viabili-
dad en dichas muestras espermaticas aparentemente no
estd asociada a una mayor produccion de ROS. Entre
verracos, la produccion de ROS vari6 significativamen-
te (P<0.01), siendo dicha variacion mas relevante en los
niveles inducidos (Figura 2).
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Figura 1. Efectos del tiempo post-descongelacion sobre la

intensidad de fluorescencia de DCF basal (o) e

360

inducida (m) en muestras espermaticas criopre-
servadas de verraco conservadas a temperatura
ambiente de laboratorio (=21-23 °C) durante
360 min
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Figura 2. Diferencias en la intensidad de fluorescencia de
DCF basal (m, SEM = 0.14) e inducida (m+0,
SEM = 0.35) entre muestras espermaticas crio-
preservadas de porcino conservadas a tempera-
tura ambiente de laboratorio (=21-23 °C) duran-
te 360 min. a-e indican diferencias significativas
para P<0.05



Respecto a las muestras espermaticas conservadas
en incubacion a 39 °C en presencia de un 5% de CO,, la
produccion de ROS, tanto basal como inducida, mostrd
una curva de produccion ascendente (P<0.01) a lo largo
de los 360 min. Asi, mientras que en los niveles basales
(Figura 3a) el incremento fue significativo (P<0.01)
a partir de los 120 min de incubacion; en los niveles
inducidos dicho incremento fue ya significativo (P<0.01)
a partir de los 60 min (Figura 3b). Lo cual parece
indicar que las muestras espermaticas congeladas-
descongeladas en condiciones normales (a temperatura
ambiente de laboratorio) no estan sometidas a estrés
oxidativo, pero son muy sensibles a cualquier agresion,
en este caso la incubacion.
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La produccion de ROS, tanto la basal como la
inducida, en las muestras espermaticas conservadas en
incubacion durante 360 min, varié significativamente
(P<0.01) entre verracos. El patron de variacion a lo
largo del tiempo fue diferente entre la produccion basal
(Figura 4a) y la inducida (Figura 4b), siendo siempre
mayor (P<0.01) en todos los verracos la inducida. Este
hecho podria indicar diferencias entre eyaculados/
verracos en la posterior funcionalidad espermatica. De
confirmarse esta hipotesis, la medicion de los niveles
de ROS, en muestras espermaticas incubadas, podria
predecir el potencial funcional de los espermatozoides
congelados-descongelados de porcino.
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La intensidad de fluorescencia de DCF basal e
inducida, tanto en las muestras no incubadas como en las
incubadas, observada en los espermatozoides vivos tras
el proceso de criopreservacion, estuvo significativamente
correlacionada (Cuadro 1), con los porcentajes de
espermatozoides motiles totales, rapidos progresivos y
viables observados a los 0, 60, 120, 240 y 360 min post-
descongelacion. Guthrie y Welch (2006) concluyeron
en su trabajo que los niveles basales de ROS producidos
por los espermatozoides viables a la descongelacion,
son muy bajos, razén por la cual consideran que dicha
medicion probablemente no pueda predecir la calidad o
fertilidad de la muestra espermatica.

Los resultados de este trabajo muestran la
existencia de una significativa correlacion negativa
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entre las unidades de fluorescencia de DCF y los pa-
rametros de motilidad y viabilidad espermatica de las
muestras congeladas-descongeladas. Esta circunstancia
confirma la relacion directa existente entre estrés oxi-
dativo y pérdida de calidad espermatica. Ademas, de-
muestra que el test utilizado es adecuado para predecir
calidad espermatica. Es decir, ya inmediatamente des-
pués de la descongelacion el test utilizado podria ayu-
dar a predecir la pérdida funcional que experimentaran
los espermatozoides congelados-descongelados. No
obstante, antes de introducirla a la bateria de pruebas
de uso frecuente en andrologia, deberiamos determinar
rangos de intensidad de fluorescencia capaces de refle-
jar distintas situaciones de calidad espermatica y para
ello, todavia son necesarios mas estudios.

Cuadro 1. Coeficientes de correlacién de Rho de Spearman entre intensidad de fluorescencia
DCF y parametros de calidad espermatica post-descongelacion de muestras
seminales de verraco conservadas durante 360 min a temperatura ambiente (=21-
23 °C; no incubadas) o en incubacion a 39 °C y 5% de CO, (incubadas)

Intensidad fluorescencia DCF (UF/10" espz)

Variable - -
Muestras no incubadas Muestras incubadas
Basal Inducida Basal Inducida
TSM (%) -33.8%* -48.2%* -56.9%* -53.8%%*
RPS (%) -26.2%* -39.9%* -58.6%** -56.8**
VAI (%) -33.7%* -50.0%** -53.1%* -46.0**

TSM, espermatozoides motiles totales; RPS, espermatozoides con movimiento progresivo rapido; VAI,
espermatozoides vivos con acrosoma intacto. **P < 0.01.

CONCLUSIONES

La velocidad de descongelacion no tuvo influencia
sobre la calidad espermatica a la descongelacion, ni
sobre la produccion de ROS.

La conservacion de las dosis espermaticas
congeladas-descongeladas en incubacion a 39 °C y
5% de CO,, induce a la poblacion de espermatozoides
viables un incremento significativo de la produccion de
ROS, siendo ademas dicho incremento diferente entre
eyaculados/verracos.

La produccion de ROS por parte de los
espermatozoides vivos a la descongelacion, determinada
mediante la técnica de fluorescencia y lectura por
citometria CM-H,DCFDA estuvo significativamente
correlacionada con los parametros de calidad
espermatica; siendo dicha técnica de gran utilidad para
evaluar la capacidad funcional de los espermatozoides
congelados-descongelados, aunque se requieren mas
estudios para estandarizar la técnica y establecer
umbrales de fluorescencia indicativos de pérdida de
calidad espermatica.
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