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Resumen

En la actualidad, una de las técnicas mds usadas en la tecnologia de la
reproduccidn porcina es la inseminacion artificial con semen refrigerado. Para que
los espermatozoides conserven su capacidad fecundante durante varios dias, los
eyaculados son diluidos con diluyentes comerciales, de corta y larga duracion, para
producir dosis seminales que seran posteriormente conservadas a 15-172C hasta el
dia de su uso, normalmente en un periodo inferior a 5 dias. Es precisamente el
diluyente uno de los factores que influyen en la tolerancia de los espermatozoides a
la conservaciéon mediante refrigeracién. La diferencia entre los diluyentes deriva de
su composicién; esta diferencia hace que unos diluyentes conserven mejor el semen
porcino que otros, como asi se ha demostrado en numerosos estudios. Sin
embargo, hay muy pocas referencias bibliograficas con respecto al papel de la raza
del macho en la tolerancia de los espermatozoides a la conservacién en un
diluyente determinado. Es por ello que en la presente tesis doctoral nos propusimos
estudiar la capacidad de conservacion de dosis seminales de dos diluyentes de
amplio uso, MRA y X-Cell, teniendo en cuenta la raza como posible fuente de
variacion. De nuestro estudio podemos concluir que cada raza se adapta de manera
diferente a los distintos diluyentes en términos de comportamiento de la motilidad
objetiva durante el periodo de conservacién; ademas, para un mismo diluyente
también se observaron diferencias en funcidon de la raza en estudio. Asi, y como
resultados a destacar, en términos de mayor motilidad progresiva podriamos decir
que el diluyente mas indicado para la raza Ibérica seria el X-Cell y que la magnitud
de las diferencias entre razas puede variar en funcién del diluyente utilizado. Por lo
tanto, y en virtud de la variabilidad observada entre diluyentes para una raza
concreta, podemos recomendar que los estudios que se planteen comparar la
eficacia de varias diluyentes durante la conservacién lo hagan para una raza en

concreto.

Es conocido que las dosis seminales van perdiendo con el tiempo la
capacidad fecundante cuando son conservadas a 172C. Esta disminucidon de la
capacidad fecundante podria estar asociada a la composicién lipidica de la

membrana del espermatozoide de cerdo, que contiene una gran cantidad de acidos



Resumen

grasos poliinsaturados, lo que los hace muy susceptibles a la oxidacién; es por ello
gue se han afiadido distintas sustancias antioxidantes a las dosis seminales para
mejorar esta menor calidad espermatica. Por este motivo en la presente tesis
doctoral nos propusimos usar dos antioxidantes: melatonina (1 uM) y resveratrol
(10, 33, 66 y 100 uM), en funcion de los resultados favorables obtenidos en la
conservacién de espermatozoides de otras especies. Sin embargo, nuestros
resultados en la especie porcina no nos permiten aconsejar el uso de estos dos
antioxidantes para mejorar la conservacion de dosis seminales durante 7 dias a
172C al haberse observado, tras la adicion de melatonina, una disminucién del
porcentaje de espermatozoides motiles y, especialmente el dia 7 de conservacion,
una disminucién de la viabilidad y de la velocidad de los espermatozoides. Con el
uso del resveratrol se observa una disminucion del porcentaje de espermatozoides
motiles y de sus velocidades en dosis seminales porcinas. Ademas, el resveratrol
tiene un claro efecto deletéreo en el metabolismo del espermatozoide al disminuir
el potencial de membrana mitocondrial y disminuir el contenido de ATP de estas
células. Finalmente, entre los efectos negativos del resveratrol también debemos
destacar la desorganizacion de las membranas plasmatica y acrosomal, la
disminucién de la respuesta especifica al bicarbonato y el aumento de la respuesta
especifica al calcio (asociado a una pérdida de la homeostasis del calcio) que se

produce el dia 7 de conservacién de las dosis seminales a 172C.

Una alternativa que consideramos para la mejora de la conservacién de los
espermatozoides es profundizar en el estudio de la fisiologia espermatica, en
concreto en lo referente a las rutas de sefializacion intracelular. En este sentido,
recientemente nuestro grupo de investigacién ha descrito por primera vez la
presencia de la proteina AMPK en células germinales masculinas de mamiferos y ha
demostrado la importancia de esta proteina tanto en la movilidad, como en el
mantenimiento de la organizacién de las membranas plasmaticas y acrosomal de los
espermatozoides porcinos. En la presente tesis doctoral hemos descrito por primera
vez que la fosforilacion (activacion) de la AMPK en el residuo treonina 172

(PThr172-AMPK), se incrementa en funcién del tiempo de conservacién de los
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espermatozoides porcinos a 179C, alcanzando un mdaximo de actividad el dia 7. Este
aumento de la actividad podria estar relacionado con la respuesta metabdlica del
espermatozoide para prevenir situaciones de estrés por enfriamiento. Ademads, una
vez descrito que esta proteina se expresa en espermatozoides porcinos, usamos un
inhibidor especifico de la proteina AMPK, el compuesto C, obteniendo como
resultado una menor estabilidad de la membrana plasmatica y un descenso de la
motilidad espermatica. Estos resultados indican que un correcto funcionamiento de
la proteina AMPK es necesario para el mantenimiento de la calidad de las dosis

seminales conservadas a 172C a largo plazo.






Summary

One of the most current techniques used in the field of porcine reproduction
is the artificial insemination with refrigerated semen. In this technique,
spermatozoa have the challenge to preserve their fertilizing capacity during several
days. Therefore, ejaculates are diluted for short or long term in commercial
extenders to produce seminal doses that later will be preserved at 15-179C until day
of use, which is generally lower than 5 days. The commercial extender is indeed one
of the factors influencing the tolerance of spermatozoa to the preservation by
refrigeration. Some extenders preserve porcine semen more efficiently than others,
and differences between extenders are driven by their composition, as
demonstrated in several studies. However, there are few references in the
literature regarding the role of male breed in the tolerance of spermatozoa to the
preservation in a particular extender. Therefore, in the current Doctoral Thesis we
have decided to study the capacity of two widely used extenders, MRA and X-Cell,
to preserve seminal doses considering the breed as plausible variation source. The
conclusion driven by our study is that the adaptation of each male breed to each
extender is different in terms of their objective motility of spermatozoa parameters
during the preservation period. Moreover, data show that differences exist
between two or more male breeds in the spermatozoa preservation capacity when
using a particular extender. Among results, we would like to mention that X-Cell is
the extender that renders better progressive motility to spermatozoa from Iberic
breed and that the range of differences between breeds could vary with the used
extender. Therefore, based on the variability observed among extenders used in a
particular porcine breed, we recommend that those studies designed to compare
the efficiency of several extenders during spermatozoa preservation, should be

performed in just a particular breed.

It is well known that seminal doses time-dependently lose their fertilizing
capacity when are preserved at 172C. This decrease in the fertilizing capacity could
be associated to the lipid composition of the boar spermatozoa plasma membrane,
which contains a large amount of polyunsaturated fatty acids. This particular lipidic

composition of plasma membrane makes boar spermatozoa very susceptible to
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oxidation, and therefore several antioxidant substances have been added to
seminal doses to improve the diminished sperm quality. For this reason, in the
current Doctoral Thesis we proposed as second aim the use of two antioxidant
molecules in seminal doses: melatonin (1 uM) and resveratrol (10, 33, 66 and 100
uM), which had rendered favorable results in the preservation of spermatozoa from
other species. However, our data in porcine spermatozoa do not allow us to
recommend the use of any of these two antioxidants to improve the preservation of
seminal doses during 7 days at a 172C. Thus, when melatonin was added to seminal
doses we observe lower percentage of motile spermatozoa as well as a decrease in
both viability, which is maximum at day 7, and spermatozoa velocity. When boar
seminal doses were supplemented with resveratrol we observe a lower percentage
of motile spermatozoa and decreased velocities. Moreover, resveratrol causes a
clear deleterious effect in sperm metabolism by decreasing both mitochondrial
membrane potential as well as the ATP content in these germ cells. In addition to
these negative effects, resveratrol also causes i) disorganization of plasma
membrane, ii) a decreased specific response of spermatozoa to bicarbonate, and iii)
an increased specific response to calcium (associated to a loss of calcium

homeostasis) at day 7 of seminal doses preservation at 172C.

An alternative proposal that we have considered to improve the semen
preservation process is to gain insight into the study of spermatozoa physiology,
focused on intracellular signaling pathways that regulate sperm function. In this
area, recently our research team has identified for the first time the AMP-activated
protein kinase AMPK in mammalian spermatozoa and demonstrated that contribute
to the regulation of several functional processes in boar spermatozoa, such as
motility and maintenance of plasma and acrosomal membranes organization. In the
present Thesis, we have described for the first time that the AMPK phosphorylation
at residue Thrl72 (PThrl172-AMPK), which indicates activation of the kinase,
increases over the time of boar spermatozoa preservation at 179C, reaching a
maximum kinase activity at day 7. This increase in AMPK activity could be related

with the spermatozoa metabolic response to prevent those cell stress conditions
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caused by cooling. In addition, by using a specific inhibitor of AMPK, compound C,
we demonstrate that AMPK inhibition causes a diminished plasma membrane
stability as well as lower spermatozoa motility during preservation. Our results
indicate that a proper function of AMPK activity is needed to maintain the quality of

seminal doses preserved for long term at 179C.
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Introduccidén

EL ESPERMATOZOIDE

El espermatozoide es una célula haploide que constituye el gameto
masculino. Es una de las células mas diferenciadas y su funcién es la formacién de
un cigoto al fusionarse su nucleo con el del gameto femenino, fendmeno que dara

lugar posteriormente al embrién y feto.

Espermatogénesis

La espermatogénesis es el proceso de formacién de los gametos masculinos.
La espermatogénesis tiene lugar en los tubulos seminiferos. En el cerdo dura
alrededor de 40 dias (Franca y Cardoso, 1998; Swierstra, 1968) y consta de tres

fases:

-fase de espermatocitogénesis: fase de proliferacion que consiste en
divisiones mitdticas de las espermatogonias. Existen 4 clases de espermatogonias
en el cerdo (Frankenhuis y cols., 1982) que se iran sucediendo: espermatogonia
indiferenciada tipo A, espermatogonia diferenciada tipo A, espermatogonia
intermedia vy, en la fase final de la espermatocitogénesis, espermatogonia tipo B.

Una parte importante de esta fase de proliferacion es la renovacion celular.

-fase espermatocitaria (meidtica): en esta segunda fase encontramos
espermatocitos primarios (derivados de las espermatogonias tipo B) y secundarios.
Durante esta fase meidtica se asegura la diversidad genética al producirse la
replicacion del ADN. Desde un punto de vista genético no encontraremos 2

espermatozoides idénticos.

-fase espermiogénica (diferenciacidn): durante esta fase final no se
producen mas divisiones. Las espermatidas indiferenciadas y con forma esférica
sufren una serie de cambios que daran lugar a un espermatozoide diferenciado que

contiene la cabeza (material nuclear), el cuello y el flagelo.
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Teniendo en cuenta el nimero de generaciones de espermatogonias y el
hecho de que 2 divisiones meidticas se producen antes de que una espermatida
haploide sea formada, de cada 10 espermatogonias tipo A iniciales, sélo se
formaran 2 6 3 espermatozoides. Esto sucede porque se produce una pérdida de
células germinales durante la fase espermatocitogénica (de Rooij y Russell, 2000),
con el objetivo de que exista finalmente un numero éptimo de células germinales
gue puedan ser mantenidas por las células de Sertoli. Durante la meiosis también se
produce apoptosis celular, probablemente relacionado con el dafio cromosdmico
(Franca y cols., 1998; Roosen-Runge, 1973). Una espermatogonia realizard 10

divisiones mitdticas antes de diferenciarse en un espermatocito.

Maduracidon epididimaria

En los espermatozoides de mamiferos se suceden cambios metabdlicos y
bioquimicos, como son la condensacién nuclear, el desarrollo y formaciéon del
acrosoma, la teca perinuclear, la vaina fibrosa y la gota citoplasmatica, asi como la
formacion de los distintos componentes de la membrana plasmatica. Estas
modificaciones comienzan durante el desarrollo de las células germinales vy
contindan durante su maduracion en el epididimo (Toshimori, 2003). Asi, varias
moléculas que estan involucradas en la reaccién acrosémica o en la interaccidén con
la zona pelucida y la fusidn entre el espermatozoide y el évulo se producen durante
la maduracién espermadtica (Yoshinaga y Toshimori, 2003). Estas modificaciones que
se producen durante la maduracién son necesarias para que el espermatozoide
llegue a ser una célula con capacidad fecundante y sea almacenada en la porcién
distal del epididimo. La fase final de la diferenciacion espermatica requiere de la
interaccion de estas células germinales con el medio extracelular durante su
transito por el epididimo (Yoshinaga y Toshimori, 2003). La duracidén del transito de
los espermatozoides de verraco por el epididimo varia entre 9 y 11 dias (Franca y

cols., 1998; Swierstra, 1968).

El epididimo, de unos 100 metros de longitud, se divide en tres partes:

cabeza, cuerpo y cola. Las funciones del epididimo son: secrecidén y absorcién de
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proteinas, endocitosis, actividad secretora responsable de la acidificacion del fluido
luminal, defensa inmunitaria, fagocitosis y produccion de antioxidantes. Entre estos
antioxidantes cabe destacar la vitamina E, que participa en una correcta estructura
y funciéon de las células epiteliales del epididimo (Bensoussan y cols., 1998). Por lo
tanto el epididimo estad especializado en crear un microambiente responsable del
transporte, maduracion y almacenamiento de espermatozoides. El transito de los
espermatozoides por el epididimo es esencial para una reproduccién normal, ya
que se ha comprobado que espermatozoides extraidos directamente del testiculo

no son capaces de fertilizar évulos.

Estructura del espermatozoide

El espermatozoide maduro de cerdo tiene 45 um de longitud, y en él se

diferencian tres regiones:

1. La cabeza: forma oval y plana. Mide unos 7 um de longitud por 4 um de
anchoy 0,4 um de grosor. En la cabeza diferenciamos:

a. Acrosoma: una vesicula que se dispone en forma de capuchdn sobre
el nucleo alcanzando el 80 % de su longitud.

b. Lamina densa: supone el 20 % de la cabeza que no esta cubierto por
el acrosoma y se le conoce como region postacrosémica.

c. Espacio subacrosémico: es el espacio existente entre el nucleo y la
membrana acrosémica interna.

d. Elnucleo: contiene la cromatina en estado de elevada condensacion.

e. Material fibroso perinuclear: se dispone formando una lamina
alrededor del nucleo.

2. Cuello o pieza de conexiéon: mide 0,7 um de longitud. Su forma es
ligeramente cdnica, tiene una base ancha en contacto con la cabeza y otra
mas estrecha en contacto con la pieza intermedia.

3. Cola: responsable de la motilidad espermatica. Se diferencian 3 regiones:

a. Piezaintermedia, en la que podemos distinguir:
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Axonema: ocupa el eje central. Presenta la férmula
microtubular de 9+2 y otros componentes tipicos: brazos de
dineina, fibras de nexina, radios, puentes y vaina central.
Vaina mitocondrial: localizada debajo de la membrana
plasmatica y formada por varias mitocondrias alargadas,
dispuestas helicoidalmente.

Fibras densas: estructuras citoesqueléticas y filamentosas que
se disponen entre la vaina mitocondrial y cada uno de los

microtubulos periféricos.

Pieza principal:

Vaina fibrosa que sustituye a la vaina mitocondrial.

Annulus o anillo de Jensen: es una estructura dispuesta en el
limite entre la pieza intermedia y la pieza principal. Tiene
forma anular y separa la vaina mitocondrial de la vaina

fibrosa.

Pieza terminal: formada Unicamente por la membrana plasmatica y

el axonema.

CABEZA } ACROSOMA

PIEZACONEXION

PIEZAINTERMEDIA

T

T

o PIEZA PRINCIPAL

L PIEZAFINAL

Esquema de la estructura del espermatozoide
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BREVE RESENA HISTORICA DE LA INSEMINACION ARTIFICIAL
PORCINA

La historia de la inseminacién artificial (I1A), comienza en el afio 1678 cuando
Leewenhoek observé por primera vez espermatozoides, a los que llamé animaculos.
Tuvo que pasar un siglo desde que se describieron los espermatozoides por primera
vez hasta que se llevd a cabo la primera inseminacion con éxito en una perra por
Spallanzani (1784). Otros 100 afios tuvieron que transcurrir hasta que Heape (1897)

y otros investigadores empezaron a realizar estudios en conejos, perros y caballos.

Los primeros esfuerzos para establecer la IA artificial en cerdas como un
procedimiento practico y rutinario fueron llevados a cabo en Rusia por lvanow
(lvanow, 1907; Ivanow, 1922). Investigaciones mds extensas fueron llevadas a cabo
a partir de los anos 30 (Maule, 1962; Milanow, 1938; Nishikawa, 1964). También se
realizaron trabajos en Estados Unidos (McKenzie, 1931), en Japdn (lto y cols., 1948;
Niwa, 1958), y en el oeste Europeo (Polge, 1956). Pronto los verracos fueron
entrenados a montar sobre maniquies (Milanow, 1938; Polge, 1956) y para la
recoleccion de semen de verraco se disefiaron vaginas artificiales que ejercian
presion en el glande (Ito y cols., 1948; McKenzie, 1931; Polge, 1956) o bien se usd la
técnica de la mano enguantada directamente. Esto supuso una enorme mejora con
respecto a los primeros métodos de recoleccién de semen: esponjas colocadas en la

vagina antes de la monta.

Una vez conseguida una aceptable recolecciéon del eyaculado, el siguiente
paso en la mejora de la técnica fue el disefio de un medio en el que conservar los
espermatozoides sin que perdieran su capacidad fecundante. Investigadores rusos
volvieron a ser pioneros en este campo. Disefiaron diluyentes para semen de
verraco basados en soluciones de glucosa con tartrato de potasio y sodio o sulfato
de sodio y peptona, manteniendo una concentracion de electrolitos baja (Anderson,
1945; Maule, 1962; Milanow, 1938; Polge, 1956) y una temperatura de

almacenamiento de 7 a 122C. Sin embargo, Ito y cols.,, (1948) recomendaron
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aumentar la temperatura de almacenamiento entre 15 y 202C. Cuando se incorpord
yema de huevo y leche en la composicién de diluyentes disefados para de semen
de toro, estos diluyentes fueron modificados para ser usados con semen de verraco

enfriado (Maule, 1962; Niwa, 1958; Polge, 1956).

Aunque los resultados de fertilidad con semen congelado en la especie
bovina fueron altos, los porcentajes de fertilidad y el tamafio de la camada
obtenidos en hembras de cerdo inseminadas con semen congelado fueron bajos.
Johnson y cols., (1981) obtuvieron para el semen congelado un 50% de fertilidad y 7
lechones por camada; ademds describieron como la raza del cerdo influye en la
resistencia a la congelacién del semen, obteniendo mejores resultados para la raza
Dutch Large White que para Dutch Landrace. Aunque la bibliografia sugiere que el
semen congelado de cerdo tiene una fertilidad comprendida entre el 50 y el 72%
con un numero de lechones nacidos entre 7 y 11,7 (Eriksson y cols., 2002; Hofmo y
Grevle, 2000; Johnson y cols., 1981), en un trabajo reciente donde se ha evaluado
un total de 2.696 inseminaciones con semen congelado a lo largo de 4 afios, se han
alcanzado un promedio de 78,7% de fertilidad y 12,5 lechones nacidos (Didion y
cols., 2013). Si bien es cierto que el primer afio de instauracion de este sistema en la
granja supuso que soélo entre el 50 y el 55% de las cerdas quedaran prefiadas.
Didion y cols., (2013) hacen hincapié en la necesidad de realizar un periodo de
aprendizaje del personal de la granja, que deberda aprender nuevas técnicas de
manejo animal e inseminacion artificial, ademas de optimizar todos los protocolos
de congelacién de semen y control del ciclo estral. Una vez establecidos todos estos
protocolos alcanzaron valores de fertilidad del 81,1 % y 85,6% en inseminaciones
artificiales realizadas con semen congelado y fresco respectivamente, con un
numero similar de lechones nacidos 13,0 + 4,0 con semen congelado y 13,8 + 3,6
con semen fresco, que nos permite afirmar que con el uso de semen congelado,
alcanzan el sitio de fecundacién un adecuado numero de espermatozoides

funcionales.
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Otros autores se han interesado en la influencia de la raza en el proceso de
criopreservacién, concluyendo que existen diferencias entre razas en los
pardmetros de motilidad y viabilidad espermatica tras la descongelacion de pajuelas
gue contenian espermatozoides de cerdo (Hofmo y Grevle, 1999; Kaeoket y cols.,
2010; Roca y cols., 2006). Debido a estas diferencias entre razas, se ha propuesto
que el protocolo de criopreservacion se deberia adaptar a las diferencias existentes
entre machos o entre razas. Sin embargo, otros trabajos han concluido que la raza
no interviene en los resultados de calidad espermatica post-descongelacién (Holt,

2000; Waterhouse y cols., 2006; Wu vy cols., 2013).

Aunque en la actualidad se estan obteniendo mejores resultados de
fertilidad con el uso del semen congelado, dada la mejora en los protocolos de
congelacion y en otros aspectos de la técnica, sin embargo, se necesita una mayor
especializacion del personal y un mejor control del ciclo estral de la cerda Por ello. y
debido a los excelentes resultados obtenidos con la inseminacién artificial utilizando
dosis seminales conservadas mediante refrigeracion, su uso aun estd limitado a
determinados programas de conservacion de razas y bancos de semen para hacer
frente a posibles catastrofes naturales o enfermedades. Hoy dia, el 99% de las
inseminaciones artificiales en cerdas se realiza con semen preservado en diluyentes
comerciales en el mismo dia de extraccién o almacenado hasta 5 dias entre 15-
209C. El 85% de las inseminaciones se realizan el mismo dia de la extracciéon de

semen o en el dia siguiente.

Las ventajas que presenta la inseminacion artificial con semen refrigerado

frente a la monta natural son:

» Ventajas Zootécnicas:
e Permite tener un menor numero de verracos, con ahorros de
espacio y costes de mantenimiento.
e Permite la difusién rdpida del potencial genético de los mejores
verracos con las caracteristicas deseadas.

e Permite obtener lotes de lechones mas homogéneos.
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e Incrementa la velocidad de seleccién, debido al mayor nimero de
concepciones en menor tiempo.

e Permite controlar la calidad espermatica de los machos expuestos a
multiples efectos medioambientales, de manejo y sanitarios.

e Los mejores machos pueden utilizarse mds que los que se utilizan
para monta natural porque con la IA se aumenta el nimero de
servicios por eyaculado.

» Ventajas Sanitarias:

e Se reduce el riesgo de transmision de enfermedades infecto-
contagiosas por via sexual.

e Sereduce la entrada de animales portadores de enfermedades.

» Ventajas de manejo:

e Facilita el manejo en bandas.

e Elimina los problemas de apareamiento entre animales de distinto
tamafo.

e Minimiza los inconvenientes de mantener verracos en instalaciones

adecuadas, coste de la alimentacion y practicas sanitarias, etc.

A todas estas ventajas se le afiade el que los resultados obtenidos con esta

técnica igualan e incluso mejoran los obtenidos en los sistemas de monta natural.
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INSEMINACION ARTIFICIAL CON SEMEN REFRIGERADO

Durante la conservacion del semen ocurren cambios estructurales y
funcionales en los espermatozoides debidos al proceso de envejecimiento natural;
sin embargo, diversos factores influyen en la tolerancia del espermatozoide de
verraco a la conservacion mediante refrigeracién, entre los que se encuentran la
temperatura y el tiempo de almacenamiento, el tipo de diluyente, la calidad del

semen y el grado de dilucidn.

Es conocido que el espermatozoide de verraco es muy susceptible al
enfriamiento. Esto sucede cuando un eyaculado fresco es enfriado rapidamente
desde la temperatura corporal a temperaturas por debajo de 152C, obteniendo
como resultado un shock por enfriamiento que desencadena, entre otras cosas, una
pérdida de la viabilidad y una pérdida de la motilidad espermatica. Sin embargo, si
este enfriamiento se hace lentamente, se mejora la resistencia del espermatozoide
al mismo. Los cambios que se producen en el espermatozoide que los hace mas
sensibles al shock por frio no son del todo conocidos. Watson (1996) postuld que el
shock por frio podria estar relacionado con la composicion lipidica de la membrana,
la cual afecta a la fluidez de la misma. Es conocido que la composicién de
fosfolipidos determina la fase de las membranas. Cuando la temperatura baja, se
produce una restriccion del movimiento lateral de los fosfolipidos de membrana,
pudiendo resultar un cambio de la fase liquida a una fase de gel. Las diferencias
observadas en los cambios estructurales inducidos por el frio entre los
espermatozoides de toro (resistentes al enfriamiento) y los espermatozoides de
verraco (sensibles al enfriamiento) podrian ser explicadas por las diferencias en la
composicion de la membrana plasmadtica espermatica existentes entre ambas
especies. Se ha comprobado que en cerdo existe un porcentaje inferior de
fosfatidilcolina y uno mayor de fosfatidil-etanolamina y esfingomielina, en

comparacion con los espermatozoides de toros (Watson, 1996).
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Otro factor que influye en el comportamiento de los espermatozoides frente
al frio es el porcentaje de colesterol de las membranas (Johnson y cols., 2000). La
ratio colesterol/fosfolipidos en el espermatozoide de cerdos es muy baj y ademas el
colesterol se distribuye asimétricamente en la bicapa lipidica, estando mds presente
en la membrana exterior que en la membrana interior de la bicapa. Esta
distribucién podria hacer a la monocapa interior mas susceptible al shock por frio. El
enfriamiento produce la reorganizacién de las moléculas de las membranas, v,
aungue es parcialmente reversible, podria modificar la funcién de la membrana de
distintas maneras. Por ejemplo se puede producir un aumento de su permeabilidad
(ocasionando la salida de cationes y enzimas), una reduccion tanto de la actividad
de enzimas, como del proceso de difusién a través de la membrana (De Leeuw y

cols., 1990).

Los espermatozoides son diluidos con los fluidos seminales procedentes de
las glandulas accesorias en el momento de la eyaculaciéon y su motilidad se
mantiene durante unas horas. Para aumentar la supervivencia espermatica in vitro
es necesario, ademas de la dilucion del semen, reducir su actividad metabdlica
mediante inhibidores quimicos o mediante una reduccion de la temperatura. Los
espermatozoides responden a la dilucidon con una disminucion de la motilidad y un
aumento de los dafios de membrana (Johnson y cols., 2000). Con una excesiva
dilucién se produce una disminucién significativa de la viabilidad celular. No existe
una explicacién para este llamado “efecto dilucidon”, pero ha sido definido como un
dafio celular que sucede como consecuencia de una pérdida de componentes y/o
dilucion de los agentes protectores del fluido seminal (Watson, 1955). Una
reduccion en la concentracion de los componentes del plasma seminal podria
contribuir a este efecto, que puede ser omitido por la inclusién de albumina en el
medio. El efecto dilucién es debido a la ausencia de proteinas estimulantes de la
motilidad procedentes del plasma seminal. En este sentido se demostré que la
albimina sérica estimula la motilidad de los espermatozoides de una manera
reversible (Harrison y cols., 1982), incluso durante 6 dias de conservaciéon (Waberski

y cols., 1989). Igualmente, se ha demostrado que el uso de albumina sérica bovina
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(BSA) mejora la fertilidad de cerdas inseminadas con semen conservado durante 3-5
dias (Waberski y cols., 1994a). Por otra parte, la adicién de K* podria contribuir al
mantenimiento de la motilidad espermatica, ya que es esencial una concentracidon
alta de K" en el fluido seminal para mantener la viabilidad celular (Harrison y cols.,

1978).

La dilucién y el enfriamiento hacen que la membrana plasmatica del
espermatozoide sea mas permeable (Ortman y Rodriguez-Martinez, 1994). Se ha
descrito cdmo este aumento de la permeabilidad permite la entrada de iones de
calcio procedentes del medio, la cual puede inducir la capacitacién espermatica y

aumentar la fusogenicidad de la membrana (Watson, 1996).

Cambios en la fluidez de la membrana lipidica, pueden afectar también al

. . 2+ , .
movimiento de Ca”" a través de la membrana que, aunque esencial para el proceso
de capacitacion, sin embargo tiene efectos perjudiciales durante la conservacién de

los espermatozoides.

Como se comentd anteriormente, el diluyente es uno de los factores que
influyen en la tolerancia del espermatozoide a la conservacién a bajas
temperaturas. Existen diferentes factores a tener en cuenta a la hora de formular
un diluyente: fuerza idnica, pH, tipo de iones y la presion osmoética del medio. En un
eyaculado fresco, el pH varia entre 7,2 y 7,5; por debajo de estos valores la
motilidad y el metabolismo espermatico se reducen gradualmente. El alto
contenido en glucosa presente en la mayoria de los diluyentes de cerdo provoca
una disminucion del pH intracelular por debajo de 6,0. Esta acidosis permite la
supervivencia de los espermatozoides durante varios dias a temperatura ambiente
(Johnson y cols., 2000). Diversos tampones ayudan a controlar el pH del medio.
Existen tampones simples como el bicarbonato y el citrato sdédico, que han
mostrado tener una limitada capacidad amortiguadora. Existen otros tampones mas
complejos (TES, Hepes, MOPS, Tris) que pueden controlar el pH bajo en diferentes
condiciones y no son dependientes de la temperatura (MOPS y Hepes). El pH de los

diluyentes varia de 6,8 a 7,2, pero hay que tener en cuenta que no es estable hasta
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pasados 60-90 minutos desde su dilucidon con agua destilada, mostrando diferentes
patrones de cambios de pH a lo largo del tiempo (Johnson y cols., 2000). Cuando se
prepara el diluyente se debe medir el pH para evitar efectos negativos durante la
conservacién. Asi, por ejemplo, en un trabajo donde comparan el efecto del pH en
espermatozoides de toro diluidos en un mismo medio se comprobd que el pH
comprendido entre 7 y 7,5 era el 6ptimo en base a unos mejores resultados de
motilidad, viabilidad y actividad mitocondrial. Ademas, los valores de pH <6,5 6 >8
fueron descritos como subdptimos, ya que los espermatozoides tenian disminuidas
su motilidad y la actividad mitocondrial (Contri y cols., 2013). Por otra parte, cuando
se comprobaron dosis seminales de cerdo preservadas con distintos diluyentes
comerciales, se observé que el pH de las dosis seminales se incrementé una media
de 0,5 al final de los 7 dias que duré el experimento, independientemente del pH
inicial del medio. Este incremento del pH se ha correlacionado negativamente con

la motilidad espermatica en cerdos (Vyt y cols., 2004)

El eyaculado de cerdo tiene una presion osmética de 290-300 mOsm vy el
espermatozoide puede tolerar un amplio rango de presiéon osmoética (240-380
mOsm). La fuerza idnica del diluyente no parece ser muy importante para los
diluyentes de espermatozoides de verraco, ya que la osmolaridad es mantenida por
componentes no iénicos, como la glucosa. Varios investigadores han evaluado la
tolerancia del espermatozoide a diferentes valores de presién osmdtica,
concluyendo que ni la viabilidad ni la motilidad se ven afectadas por presiones
osmoticas comprendidas entre 250 y 290 mOsm (Fraser y cols., 2001). Otros
investigadores, sin embargo, observaron que medios isoténicos o ligeramente
hipertdnicos ofrecen una mejor conservaciéon y mejoran la capacidad fecundante
del espermatozoide en comparacidon con medios hipoténicos (Weitze, 1990). Sin
embargo, presiones osmoticas por debajo de 200 mOsm disminuyen
significativamente la motilidad (Fraser y cols., 2001; Gilmore y cols., 1996). Los
nuevos diluyentes estdn basados en tampones orgdanicos zwiteridnicos,
especialmente el TES y HEPES (Crabo y cols., 1972; Weitze, 1990), que captan

metales pesados y controlan el pH.
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La fuerza idnica en un diluyente para semen fresco es proporcionada por el
bicarbonato sdédico y el citrato sddico y, en ciertos diluyentes, por el cloruro
potasico. Uno de los componentes mas utilizados es el K', empleado a bajas
concentraciones (minimo 4 mM) para mantener la bomba Na*-K', prevenir el
agotamiento del K" intracelular y la pérdida de motilidad (Alvarez y Storey, 1982). El
bicarbonato, por otra parte, es conocido por causar cambios en la membrana
plasmatica que conducen finalmente a la desestabilizacién de la membrana, un
paso importante que ocurre durante capacitacion espermadtica (Harrison y cols.,

1996).

El acido etilendiaminotetraacético (EDTA) tiene propiedades quelantes,
capturando metales de iones divalentes, especialmente el Ca?’, limitando
probablemente su movimiento a través de la membrana plasmatica y, en el caso del
espermatozoide, previniendo asi el inicio de la capacitacion y la reaccidon

acrosomica.

En la mayoria de los casos, el tejido testicular y las glandulas accesorias del
verraco estan libres de bacterias. La contaminacidn bacteriana del eyaculado ocurre
durante el proceso de recogida del semen (Fraser y cols., 2001; Johnson y cols.,
2000; Martin Rillo y cols., 1998). Por este motivo, y dado que los diluyentes incluyen
glucosa entre sus componentes, y debido a que la temperatura de almacenamiento
de las dosis seminales (15-179C) facilita el crecimiento de la mayoria de las bacterias
Gram negativas (incluyendo E.coli, Salmonella y Pseudomonas), es necesaria la
adicion de antibidticos al diluyente. La contaminacién bacteriana conlleva una serie
de alteraciones que incluyen una disminucién de la motilidad espermatica,
aglutinacién espermadtica y un aumento de la proporcion de acrosomas dafados, asi
como de una acidificaciéon del medio (pH 5,7-6,4) (Althouse y cols., 2000). La adicion
de una concentracion adecuada de antibidticos mejora la supervivencia
espermatica ademds de mejorar los resultados de fertilidad [Revisado por
(Colenbrander y cols., 1993)]. Inicialmente se usé una mezcla de penicilina y

estreptomicina (1g/L), para posteriormente ser reemplazadas por aminoglicdsidos,
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gue hoy dia se siguen usando con éxito, como son la gentamicina, neomicina y
kanamicina (200 mg/L). Mas recientemente, estan siendo utilizadas nuevas
generaciones de antibidticos (ceftiofur, apramicina, etc.), si bien no hay resultados
concluyentes sobre la fertilidad de dosis seminales que usen este tipo de
antibidticos en la actualidad. La Directiva Europea 909/429/CEE (OJ, 1990) que
regula la politica de salud aplicada a los intercambios de semen de la especie
porcina entre los paises miembros, establece la necesidad del uso de
combinaciones antibidticas especificas para inhibir el crecimiento de leptospiras y
micoplasmas. Las concentraciones deberian al menos tener un efecto equivalente a
500 Ul/mL de estreptomicina, 500 Ul/mL de penicilina, 150 mg/mL de lincomicina o

300 mg/mL de espectonomicina.

Los diluyentes seminales se han clasificado en dos grandes grupos: los de
conservacién a corto plazo (1-3 dias) y aquéllos que tienen como objetivo la
conservaciéon del semen a largo plazo (mas de 4 dias) entre 15-202C. Estos ultimos
ofrecen las ventajas de poder transportar las dosis seminales a largas distancias, de
su uso en situaciones de excesiva carga de trabajo en el centro de inseminacion, de
la preparacion de dosis seminales a partir de machos poco demandados y de

permitir realizar pruebas diagnosticas en el semen antes de ser utilizado.

En la actualidad uno de los diluyentes de corta duracién mas usado es el BTS
(solucién de congelacién de Beltsville), desarrollado por Pursel y Johnson en 1975
para congelar semen de cerdo y posteriormente adaptado para la conservacion en
refrigeracion (Pursel y cols., 1978) entre 15-20 9C. Este diluyente contiene una
concentracién baja de potasio con el fin de mantener la concentracion intracelular
de este i6n a niveles fisioldgicos durante la conservacion. Ensayos de campo con
semen diluido en BTS han mostrado unos resultados muy buenos de fertilidad tras

la IA de cerdas con semen conservado durante 3 dias (Hofmo y cols., 1998).

El primero de los diluyentes de los denominados de larga duracién fue el
Zorlesco (Gottardi y cols., 1980), que se caracteriza por ser un medio bastante mas

complejo, con la adicidon de Tris como regulador del pH, BSA y cisteina en su
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composicion. Esta cisteina, como otros compuestos con grupos sulfidrilo, permitiria
estabilizar las membranas e inhibir el proceso de capacitaciéon (Johnson y cols.,
2000). La utilizacion de este diluyente en condiciones de campo no produjo
resultados satisfactorios, en parte debido a desequilibrios en su composicidon que
suponen una presion osmoética final reducida (240 mOsm/L). Posteriormente,
Moretti (1981) cred el diluyente Modena, incrementando la proporciéon de glucosa y
eliminando la BSA del medio Zorlesco, pero los resultados de fertilidad obtenidos

tampoco fueron satisfactorios (Johnson y cols., 1988).

En Espafia, Santiago Martin Rillo y Eulogio Alias desarrollaron el diluyente de
larga duracién MR-A (Martin Rillo, 1984), dando muy buenos resultados como
diluyente de larga duracién. Se ha comprobado que el diluyente MR-A es capaz de
mantener la misma tasa de fertilidad realizando inseminaciones con dosis seminales
conservadas hasta 5 dias (Martinez y cols., 1986). Por el contrario, otros autores
han descrito que la fertilidad y el tamafio de la camada van disminuyendo al

transcurrir el tiempo de conservacion de las dosis seminales (Ratto y Jokinen, 1990).

Wietze (1990) presentd el diluyente Androhep, que se caracteriza por
contener HEPES como regulador del pH, BSA para compensar el efecto de dilucién
de las proteinas del plasma seminal y por presentar una presion ligeramente
hipertdnica (309 mOsm/L). Este diluyente ha tenido una importante aceptacién en

el sector porcino como diluyente de larga conservacion.

Posteriormente han aparecido nuevos diluyentes de larga duracidn:
Acromax, X-Cell, Androhep Plus, Vital, SpermAid, Mulberry lll. Se ha demostrado
que la dilucién en estos medios conserva la calidad espermadtica hasta 5 dias de
forma tan efectiva como el BTS durante 3 dias de conservaciéon (Waterhouse y cols.,
2004). Un trabajo de comparacion realizado entre los diluyentes Androhep y X-Cell
muestra resultados similares de fertilidad entre los dos diluyentes durante los 5 dias
de conservacion (Kuster y Althouse, 1999). Sin embargo el diluyente Androhep se

ha asociado con una reducciéon de la fertilidad el sexto dia de conservacién y con
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reduccién del tamano de la camada cuando se usan dosis seminales el quinto dia de

conservacién (Kuster y Althouse, 1999).

En un laborioso trabajo en el que se comparan 9 diluyentes comerciales
usados en la produccidon de dosis seminales porcinas y en el que se usaron
eyaculados de verracos procedentes de un cruce comercial Yorkshire x Landrace, se
aprecia que entre los diluyentes existen diferencias pequefias, pero significativas, al
comparar los distintos parametros de motilidad observados (porcentaje de métiles,
porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva, velocidades e indices de
linealidad). Asi, por ejemplo, si comparamos dos diluyentes comerciales de larga
duracion entre si, MR-A y X-Cell, los valores de las velocidades, porcentaje de
espermatozoides motiles y métiles progresivos siempre son mayores, aunque sin
llegar a ser estadisticamente significativos con el diluyente MR-A durante los 7 dias
que dura el estudio. Sin embargo, los valores de linealidad (LIN y STR) son
significativamente mayores con el diluyente X-Cell en cualquiera de los dias
observados (Estienne y cols., 2007). En otro trabajo en el que comparan un
diluyente de corta duracion, BTS, y dos diluyentes de larga duracion, MR-A y X-Cell,
se ha descrito que no existen diferencias significativas entre estos diluyentes en su
capacidad para preservar la viabilidad, motilidad o la estabilidad de la cromatina de
espermatozoides procedentes de machos fértiles durante 96 horas de conservacion

a 172C (De Ambrogi M. y cols., 2006).

Diversos estudios han analizado el efecto de la duracién del almacenamiento
seminal con diferentes diluyentes en la fertilidad de las cerdas inseminadas. Al
comparar diluyentes de corta frente a diluyentes de larga duracién, en general no
se observaron diferencias ni en fertilidad ni en prolificidad los primeros 3-4 dias de
conservacién. Estos resultados se obtuvieron al comparar Kiev y MR-A (Ratto y

Jokinen, 1990) y BTS y MR-A (Hofmo y cols., 1998; Johnson y cols., 1988).

Sin embargo, Conejo-Nava y cols., (2003) utilizando semen conservado mas
de 5 dias a 15-189C para IA observaron una disminucion de la tasa de partos y del

tamaio de la camada de cerdas tras la IA, a pesar de las altas tasas de motilidad
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progresiva de los espermatozoides. A los 4 dias de conservacion se produjo un
incremento en el porcentaje de espermatozoides que habian sufrido reaccién
acrosdémica, por lo que atribuyeron a este fendmeno la disminucién de la capacidad

fecundante del semen almacenado a 162C durante mas de 4 dias.

De esta forma, la eleccion del diluyente se realiza dependiendo del tiempo
de conservacidon de las muestras seminales. Asi para menos de 3 dias, de acuerdo
con lo dicho anteriormente, no se observan diferencias en la calidad seminal nien la
fertilidad resultante entre diluyentes de corta y larga duracién, por lo que se puede
optar por un diluyente de corta duracion (tipo BTS o Kiev) con unos costes menores
y unos resultados, como hemos mencionado con anterioridad, equivalentes a los de
los diluyentes de larga duracion. Para mas de 4 dias se deben utilizar diluyentes de
larga duracion, si bien conviene aumentar la concentracidon de espermatozoides en
la dosis seminal para compensar las pérdidas por envejecimiento de los

espermatozoides.

Por ultimo, un aspecto que no es tenido en cuenta en la aplicacién de un
diluyente es que no todos los machos interaccionan de la misma manera con el
diluyente. Se han descrito variaciones entre machos en la tolerancia a la
conservacioén in vitro de muestras seminales (Conlon y Kennedy, 1978; Kommisrud y
cols., 2002; Waterhouse y cols., 2004), proponiéndose que los diluyentes también
necesitan ser adaptados a las diferencias individuales existentes entre machos
(Gadea, 2003; Lewis, 2013). Por otro lado, gran parte de los estudios existentes que
comparan distintos diluyentes usan varias razas, razas hibridas o incluso la raza del
verraco no es especificada. Aunque se han descrito diferencias entre razas en la
calidad seminal (Ciereszko y cols., 2000; Conlon y Kennedy, 1978; Gadea, 2003;
Kennedy y Wilkins, 1984; Smital, 2009; Sonderman y Luebbe, 2008), en general, los
estudios que comparan distintos diluyentes no consideran la raza del verraco como
una posible fuente de variacién en la capacidad de los diferentes diluyentes para

preservar la calidad espermadtica durante la conservacién, de tal forma que los
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resultados de diferentes estudios podrian no ser comparables o los valores medios

podrian no ser representativos de la poblacion.
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EFECTOS DE LA CONSERVACION DE ESPERMATOZOIDES

Como hemos comentado anteriormente, el uso de semen porcino
refrigerado implica la conservacion de las dosis seminales a 15-202C durante 1-5
dias antes de la IA. Se ha demostrado que existe una pérdida de fertilidad si la IA se
realiza después de 12-24 horas desde que se produjo la ovulacion (Soede y cols.,
1995; Waberski y cols., 1994b). En un estudio de campo en el que se realizaron
41.327 inseminaciones artificiales utilizando semen diluido con MR-A con una
concentracién de 2.5 x 10° espermatozoides/dosis, la tasa de concepcion y el
tamafio de la camada disminuyeron progresivamente con el tiempo de
conservacién desde el dia 1 (dia de la recogida del semen) al dia 5. La tasa de
concepcion disminuyo desde el 85,6% al 80,4% y el tamafio de camada de 11,9 a

10,8 cerdos (Ratto y Jokinen, 1990).

El diluyente no es capaz de prevenir totalmente los cambios que acontecen
en el espermatozoide y que afectan a su funcionalidad. Asi, el semen diluido
refrigerado y conservado varios dias muestra cambios morfo-funcionales similares a
los del proceso de envejecimiento natural y la intensidad de este proceso puede
estar influenciada por las condiciones y el periodo de conservacion (Rath y cols.,
2009). Durante la conservacion, el espermatozoide porcino experimenta cambios
como son la disminucién de la movilidad, viabilidad, actividad mitocondrial y
alteraciones en la permeabilidad de la membrana plasmatica (Huo y cols., 2002). La
reduccion de la motilidad que se produce durante la conservacion espermatica ha
sido usada como parametro para predecir la pérdida de la capacidad fecundante del
espermatozoide. La pérdida de adenosin trifosfato (ATP) y adenosin monofosfato
ciclico (AMPc), asi como la reduccion de la entrada de calcio, van acompaiados de
una pérdida de la motilidad (Johnson y cols., 2000). Un indicador importante es el
dafo de la membrana plasmatica que se manifiesta con un aumento de la
permeabilidad de ciertos colorantes y la liberacidén de sustancias intracelulares. En
relacién a estos cambios de permeabilidad debemos realizar una distincién entre la

membrana acrosémica y la membrana plasmatica. En el semen conservado durante
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4-8 dias aumenta la proporcién de espermatozoides capacitados y con acrosoma

reaccionado (Conejo-Nava y cols., 2003).

Los mecanismos moleculares responsables del deterioro espermatico
durante la conservacion in vitro no son del todo conocidos. En los ultimos afios ha
habido un interés cada vez mads creciente en el papel de las especies reactivas de
oxigeno (ROS) en las funciones espermaticas y en la capacidad fecundante durante
la conservacién. La conservacidon de los espermatozoides (tanto durante la
conservacién en refrigeracién a largo plazo como en la congelacion) produce estrés
oxidativo. Debido al alto contenido en 4acidos grasos poliinsaturados de Ia
membrana plasmatica del espermatozoide de cerdo, la fase lipidica de la membrana
puede ser dafiada. Estos cambios de la membrana pueden estar equilibrados por el
efecto protector de los antioxidantes seminales como la superdxido dismutasa

(SOD) vy la glutation peroxidasa (GPx) [Revisado por (Johnson y cols., 2000)].
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ESTRES OXIDATIVO DURANTE LA CONSERVACION DEL SEMEN

Chihuailaf y cols., (2002), Venéreo (2002) y Olguin y cols., (2004) definieron
el estrés oxidativo como un desequilibrio bioquimico ocasionado por la produccién
excesiva de radicales libres, los cuales exceden la capacidad antioxidante de un
organismo o por una disminucion en la respuesta homeostatica de las células o

tejidos, provocando dafo oxidativo a las biomoléculas.

El estrés oxidativo de los espermatozoides se refiere al dafio que pueden
sufrir en la integridad de sus componentes estructurales y fisiolégicos provocado
por la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) o moléculas que contienen

radicales libres.

Las principales ROS que se conocen y que tienen relacién con la
funcionalidad espermatica son: anion superéxido (O,), perdoxido de hidréogeno
(H,0,, precursor del radical hidroxilo) y la mayoria de radicales hidroxilos (-OH),
cuya presencia en el ambiente espermatico se relaciona con el aumento de

espermatozoides muertos.

0O, Oxygen

+NO"
+g~ nitric
w_,a ONOO™ peroxinitrite

05« HO; Superoxide
+H,05 +e HOCI (hypochlorite)
Harber-
Weiss . /:CF fmyeloperoxidase)
0,+— HO,+=—* H,0., Peroxide

OH" a—-"’_meacﬁuﬂ

hydroxyl radical

Esquema de la formacion de ROS a partir de oxigeno (Ford, 2004)
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Un estado de estrés oxidativo induce en la célula efectos perjudiciales por la
oxidacién de lipidos, proteinas, carbohidratos y nucleétidos, lo cual provoca
acumulacién de agregados intracelulares, disfuncion mitocondrial, citotoxicidad y
apoptosis (Hicks y cols., 2006). Los espermatozoides son muy susceptibles al estrés
oxidativo y particularmente a la peroxidacién lipidica (LOP) debido a su alto
contenido en &cidos grasos poliinsaturados (PUFAs) en la membrana plasmatica
(Venéreo, 2002). Los productos finales de la LOP son lipidos peroxidados que, al
degradarse, originan nuevos radicales libres y una amplia variedad de compuestos
citotéxicos, como los aldehidos, entre ellos 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) vy
malondialdehido (MDA). Cuando se produce la LPO se pierde el 60% de los acidos
grasos de membrana (Jones y cols., 1979), lo que conlleva a la pérdida de la
integridad de ésta, alterandose la cohesion, fluidez, permeabilidad y funcion

metabdlica de la membrana, produciéndose finalmente la muerte celular.

R H,0 R
/ + "OH ‘L / Lipido radical
H [ ]
Iniciacion
Lipido insaturado O,
Propagacion
R R R
/ - / + /
OOH H oo"
Lipido peréxido Lipido peroxil radical

Esquema del proceso de peroxidacion lipidica
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El espermatozoide porcino contiene fosfolipasa (PL) A2 (Dyck y Buhr, 1994)
que, al aumentar su actividad extra o intracelular, por la accién de la peroxidacién
lipidica y el calcio en los fosfolipidos de membrana, altera la estructura de la misma
e inicia su degradacién (Robertson y cols., 1990). La lisis celular y la muerte celular

podria deberse a una excesiva actividad enzimatica (Shier, 1979).

La medicion de la formacién de MDA, un producto de degradacion de la
oxidacién del acido araquiddnico (Spiteller, 2006a) proporciona una estimacién de
la peroxidacion lipidica en una poblacidn de células (Storey, 1997). La produccién de
MDA refleja la peroxidacién de los fosfolipidos poliinsaturados, los principales

componentes de la membrana de los espermatozoides (Cummins y cols., 1994).

En un estudio realizado por Kumaresan y cols., (2009) los niveles de
peroxidacion lipidica en el esperma conservado a 182 C se midieron basandose en la
produccion de MDA a diferentes intervalos de tiempo hasta las 96 h de
conservacién. En este estudio es claramente visible la importancia de Ia
peroxidacion lipidica durante la conservacion de espermatozoides porcinos
refrigerados, pues los niveles de MDA se incrementaron significativamente durante
la conservacion (Kumaresan y cols., 2009), siendo 9 veces mayores que los que
existen al inicio, en el semen diluido sin refrigerar. Estos niveles coinciden con los
establecidos en semen porcino crioconservado. Asimismo la motilidad espermatica

a las 96 horas fue el 50% de la motilidad inicial.

El alto contenido de PUFAs en las membranas plasmaticas de los
espermatozoides y el pequefio volumen del citoplasma facilita la produccién de
ROS, las cuales perjudican su actividad funcional provocando una disminucién de la
motilidad y viabilidad, y una pérdida en la capacidad de fusién espermatozoide-
Ovulo (Saez y cols., 1998). Estos resultados fueron confirmados en otros trabajos en
los que se demuestra que las ROS inducen la peroxidacidon de acidos grasos
poliinsaturados esterificados en los fosfolipidos de membrana, lo cual produce un

aumento de la permeabilizacidn de la membrana plasmatica y acrosomal.
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Las proteinas también constituyen una diana para las ROS, pero en éstas la
accién de ROS es mas lenta que en el caso de los lipidos, debido al lento progreso
de las reacciones. Las ROS causan la oxidacién de residuos de los aminodacidos, la
rotura de los enlaces peptidicos y la agregacién entre proteinas (Cardenas vy
Pedraza, 2006). El dafio oxidativo a las proteinas puede causar la pérdida de su
actividad catalitica, dafios en la integridad de proteinas estructurales o interrumpir

la regulacion de las vias metabdlicas.

El ADN también constituye una diana de las ROS, principalmente el ADN
mitocondrial (Said y cols., 2005; Venéreo, 2002). Este ADN, por su localizacién, se
encuentra expuesto a un flujo constante y elevado de ROS procedente de la cadena
respiratoria y ademads, carece de histonas en su estructura, lo que le resta

estabilidad.

Se ha sugerido que las mitocondrias son el principal lugar de formacién
intracelular de ROS, lo que da lugar a una interrupcion del transporte de electrones.
En condiciones fisioldgicas, el acoplamiento del transporte de electrones a la
fosforilacion oxidativa mantiene un alto potencial en la membrana interna
mitocondrial (MMP), necesario para la produccion de ATP mitocondrial en células
somaticas (Kramer y Knaff, 1990). La maquinaria metabdlica de los espermatozoides
estd principalmente dedicada a la produccidn de ATP para ser utilizado en el trabajo
de motilidad de los microtubulos que forman el flagelo espermatico.
Concretamente, el ATP producido es posteriormente utilizado como sustrato de la
ATPasa situada en los brazos de dineina, para convertir la energia quimica en
trabajo mecdnico, por la accién de las proteinas contractiles del flagelo. En este
sentido, se ha indicado que Unicamente pequeias cantidades de ATP son
consumidas en otras funciones espermaticas, como las relacionadas con el proceso
de fecundacién (Castillo y cols., 2001). La consecuencia funcional de un dafio en las
mitocondrias, es una disminucidn en la produccidon de ATP, que consecuentemente
provoca una pérdida de la motilidad del espermatozoide (de Lamirande y Gagnon,

1992; Gravance y cols., 2000; Halliwel y Gutteridge, 1999).
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En 1943 John Macleod observd que el espermatozoide incubado en altas
tensiones de oxigeno pierde rdapidamente su motilidad. MacLeod sugirié que esta
pérdida de la motilidad se debia a la produccion intracelular de H,0,, ya que con la
adicién de catalasa en las mismas condiciones, los espermatozoides recuperaban su
motilidad. Estos datos fueron posteriormente corroborados por otros
investigadores (Aitken y cols., 1993; de Lamirande y Gagnon, 1993; Oehninger y
cols., 1995), y adicionalmente, se demostréo que la pérdida de motilidad de los
espermatozoides inducida por ROS se debe a un déficit de ATP, y a una disminucion
del potencial de membrana mitocondrial (Armstrong y cols., 1999; de Lamirande y

Gagnon, 1992).

Mas recientemente, en el estudio realizado por Kadirvel y cols., (2009) se
observé que los niveles de ROS intracelular estaban fuertemente asociados con la
motilidad espermatica, LPO y MMP en el semen de bufalo durante su conservacion
en refrigeracién, no existiendo ninguna asociacion en espermatozoides congelados
y posteriormente descongelados. En este estudio, la motilidad espermatica se
correlaciond positivamente con el potencial de membrana mitocondrial vy
negativamente con los niveles espermaticos de ROS durante la conservacion
mediante refrigeracion (Kadirvel y cols., 2009). Resultados similares han sido
observados en caballo (Gravance et al., 2000), hombre (Wang et al., 2003) y cerdo

(Guthrie and Welch, 2006).

En definitiva, dentro de los mecanismos de accion del estrés oxidativo en el
espermatozoide podrian mencionarse el desacoplamiento del transporte de
electrones y la disminucidn de la eficiencia de la fosforilacion oxidativa, con la
consecuente reduccion del nimero de espermatozoides con potencial mitocondrial
suficientemente alto para la produccion del ATP necesario para la motilidad

espermatica.

Por otro lado, hay que mencionar también que, paraddjicamente, los
espermatozoides requieren una ligera produccién intracelular de aniéon superdxido

(O;)) para el desarrollo de sus funciones. Las ROS son productos del metabolismo
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celular y tienen un papel funcional en muchos tipos celulares como segundos
mensajeros. Cuando las ROS son producidas a muy baja concentracion,
desencadena una serie de eventos de sefalizacidon celular y regulan funciones

fisioldgicas (Froman y Feltmann, 2010; Tremellen, 2008).
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EFECTO DE ANTIOXIDANTES ANADIDOS AL SEMEN

Todas las células aerdbicas poseen sustratos y enzimas para neutralizar las
especies reactivas de oxigeno potencialmente téxicas. Como ya se ha mencionado
en el apartado anterior, los espermatozoides son muy susceptibles al estrés
oxidativo (Jones y Mann, 1977) vy, aunque estdn equipados con sistemas
antioxidantes para contrarrestar los efectos tdxicos de las ROS, sus defensas

antioxidantes son relativamente débiles.

Chihuailaf y cols.,, (2002) y Membrillo y cols., (2003) definieron los
antioxidantes como moléculas que previenen la formacién descontrolada de
radicales libres o inhiben sus reacciones. La funcién de un antioxidante, segun Hicks
y cols., (2006) es actuar como un donador de electrones, capaz de evitar una
reaccion en cadena de dxido-reduccion o, como indicé Venéreo (2002), sacrifica su
propia integridad molecular para asi evitar alteraciones de moléculas como lipidos,

proteinas, ADN, entre otras, funcionalmente vitales.

Entre los antioxidantes naturales se distinguen los antioxidantes enzimaticos
y los antioxidantes no enzimaticos. El grupo de antioxidantes enzimaticos catalizan
la transferencia de electrones desde un sustrato hacia los radicales libres.
Posteriormente, los sustratos o agentes reductores empleados en estas reacciones
se regeneran para ser nuevamente activos mediante la accion de encimas que
utilizan como poder reductor el fosfato de nicotinamida adenina dinucledtido
reducido (NADPH) producido en diferentes vias metabdlicas, como la de las
pentosas fosfato en el paso catalizado por la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa

(G6PD).

Los espermatozoides del epididimo estan protegidos por cinco enzimas con
accion antioxidante: glutatién peroxidasa (GPx), fosfolipido hidroperéxido glutatiéon
peroxidasa (PHGPx), glutatiéon reductasa (GR), superdxido dismutasa (SOD) y
catalasa (CAT) (Membrillo y cols., 2003). Las mds implicadas en el dafio por ROS son

tres: superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y el sistema glutatién
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peroxidasa/reductasa (Alvarez y cols., 1987; Griveau y cols., 1995; Jeulin y cols.,
1989). La contribucidn de cada sistema enzimatico es diferente entre las especies y

se cree que actuan de manera sinérgica.

Un estudio sobre las actividades de las enzimas antioxidantes SOD, GPx y la
G6PD en espermatozoides y plasma seminal de toros y bufalos, muestra un patrén
similar de cambio en ambas especies durante el almacenamiento a temperatura de
refrigeraciéon (Nair y cols., 2006). La actividad enzimatica en los espermatozoides
disminuyé progresivamente a lo largo de 72 horas pero fue aumentando en el
plasma seminal. Esto podria ser consecuencia de los dafios en la membrana de los
espermatozoides provocados por la LPO en la membrana de los espermatozoides. El
dafo en la membrana provoca que las enzimas de los espermatozoides se viertan
hacia el plasma seminal, lo que conduce a un aumento de la actividad de estas
enzimas antioxidantes en el plasma seminal. Las actividades de la SOD, GPx y G6PD
en los espermatozoides de toro y bufalo se correlacionan positivamente con la
motilidad y la viabilidad de los espermatozoides (Nair y cols., 2006); ademas la
actividad de la enzima SOD con la motilidad de espermatozoides humanos (Alvarez
y cols., 1987; Kobayashi y cols., 2003). En estudios anteriores se ha demostrado que
la adicién de SOD, CAT y GPx tienen efectos positivos en el mantenimiento de la
motilidad de los espermatozoides de carnero conservados en refrigeracion
(Maxwell y Stojanov, 1996). Esta mejora de la motilidad de los espermatozoides ha
sido observada en espermatozoides de toro y de carnero tras la adicidn al diluyente
de antioxidantes como la CAT (Shannon y Curson, 1982), GPx (Pomares y cols.,

1994) y una mezcla de SOD y CAT (Stojanov y cols.,1994).

Superdxido Peroxidasas

0, —>0
Dismutasa Catalasa

2

Esquema de la ruta enzimatica para la destoxificacion de ROS
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Los principales antioxidantes no enzimaticos son la vitamina A, la vitamina C,
la vitamina E y el glutation. En diversos estudios, como veremos a continuacion, la
suplementacion del diluyente seminal con moléculas antioxidantes consigue reducir
el impacto del estrés oxidativo durante el periodo de conservacién y, por tanto,

mejora la calidad del semen refrigerado.

La vitamina C, es una
molécula hidrosoluble y es el
antioxidante mas importante
en los liquidos extracelulares.
Se encuentra bajo la forma de

ascorbato, distribuido tanto

intra como extracelularmente.
Reacciona de forma directa con los radicales libres superdxido, hidroxilo y varios
hidroperodxidos lipidicos (Chihuailaf y cols., 2002). En los espermatozoides, la
vitamina C protege contra el dano oxidativo al ADN y proteinas y contra la
peroxidacion a los lipidos (Membrillo y cols., 2003). Se ha demostrado que el acido
ascorbico tiene efectos protectores cuando se afiade a un diluyente. Asi, Beconi y
cols., (1993) indicaron que la presencia de 5mM de acido ascérbico en el diluyente
de congelacién ejerce un efecto antioxidante durante la congelacién vy
descongelacion del esperma bovino. En espermatozoides humanos se afiadié acido
ascorbico a una concentracién final de 10 mM al medio de criopreservacion, y se
observéd una disminucién del dafio en el ADN espermatico, aunque solamente en
hombres infértiles, no encontrandose ningin efecto en hombres fértiles (Branco y
cols., 2010). En el estudio realizado por Hu y cols., (2010), en el que se comparan la
adicion de distintas concentraciones de acido ascérbico en un medio crioprotector
en espermatozoides de la especie bovina, se observd que, dependiendo de las
concentraciones de acido ascérbico usadas, se obtenian efectos tanto positivos
como negativos. Una concentracion de 4,5 mg/mL aumenta los parametros de
motilidad de los espermatozoides con respecto a las otras concentraciones

estudiadas y ademas suprime el efecto de las ROS en los espermatozoides bovinos.
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Un incremento en la concentracion de acido ascérbico (hasta 8,5 mg/mL) provoca
una disminucion significativa del movimiento de los espermatozoides comparada
con las otras concentraciones usadas. El porcentaje de espermatozoides con el
acrosoma intacto y la membrana plasmatica intacta aumenta significativamente con
4,5 mg/mL de acido ascérbico, pero disminuye cuando la concentracién de acido
ascorbico es de 6,5 mg/mL. Este estudio concluye que la adicién de acido ascérbico
a un medio crioprotector eleva efectivamente los niveles de CAT y GSH, no mejora

la actividad SOD y disminuye la actividad de GPx (Hu y cols., 2010).

El nombre genérico de la vitamina E hace referencia
a sus ocho isémeros estructurales de tocoferol. El a-
tocoferol es una vitamina liposoluble, principal
antioxidante en las membranas celulares. Unido a la
porcion hidrofébica del a-tocoferol existe un grupo OH,
cuyo H puede eliminarse facilmente y funcionar como
donador de electrones. La vitamina E captura radicales
libres superodxido, hidroxilo y perodxidos lipidicos en las
membranas celulares y subcelulares (mitocondria y reticulo
endopldsmico liso) y detiene la propagaciéon de la
lipoperoxidacién. Esta vitamina es el principal componente
del sistema antioxidante de los espermatozoides y es uno
de los mejores protectores de las membranas contra ROS y
LPO (Yousef y cols., 2003). Asi, la vitamina E previene el
dafio oxidativo en semen bovino criopreservado (Beconi y

cols., 1993), asi como en el semen de cerdo conservado a

19 °C (Cerolini y cols., 2000). La adiciéon de vitamina E (1-
4mM) a semen equino no altera significativamente el HO
mantenimiento de la motilidad de los espermatozoides durante el almacenamiento
a 52 C (Ball y cols., 2001). Sin embargo, provoca efectos adversos en la motilidad de

los espermatozoides de carnero almacenados a 152C (Upreti y cols., 1997).
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La suplementacion del medio de congelacidn con vitamina E (2mM) afiadida
a semen crioconservado de toro reduce la produccion de MDA después de 4 a 6
horas de incubacién (Verma y Kanwar, 1999); resultados similares se han descrito
en humanos (Agarwal y cols., 2004). Por otra parte, la suplementacién del medio de
congelacion con la vitamina E mejora la motilidad de los espermatozoides de
humanos (Askari y cols., 1994) y de conejos (Yousef y cols., 2003). En un trabajo
donde se estudidé la adicién de o-tocoferol a semen porcino para su
crioconservacion, se observd un aumentd significativamente de la motilidad
durante las primeras 2 h de incubacién (Breininger y cols., 2005). Esta mejora de la
motilidad en las muestras congeladas podria explicarse por el menor efecto
perjudicial de las ROS en las membranas de los espermatozoides debido a la
capacidad antioxidante del alfa-tocoferol. El aumento de espermatozoides moviles
presentes en las muestras descongeladas con alfa-tocoferol incrementaria la

capacidad de fecundacion de los espermatozoides descongelados.

Por otro lado, en un estudio donde se analizd la expresion de proteinas pro-
apoptaoticas y anti-apoptdticas en semen porcino crioconservado con a-tocoferol, se
comprobo que la expresidon de proteinas anti-apoptdticas es mas alta en el grupo de
espermatozoides a los que se afiadid a-tocoferol, lo que sugiere que en presencia
de a-tocoferol se mejoran los mecanismos de bloqueo de la apoptosis y se confiere

resistencia a la criopreservacion (Jeong y cols., 2009).

La vitamina E también se ha empleado como suplemento dietético con el fin
de investigar sus efectos en las propiedades seminales. La administracién oral de
vitamina E en perros disminuyd los efectos negativos del estrés en la calidad
seminal, inducido con el tratamiento con dexametasona (Hatamoto y cols., 2006) y
en humanos también mejord la funcién espermatica (Kessopoulou y cols., 1995). Se
ha demostrado que la alimentacién de verracos con complementos de vitamina E
mejora el volumen del eyaculado y la concentracidn de espermatozoides

(Brezezinska-Slebodzinska y cols., 1995).
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Membrillo y cols., (2003) indicaron que el glutatién reducido, tripéptido (y-
glutamilcisteinilglicina) que atrapa las ROS, es un agente antioxidante que estd
presente en el ambiente que rodea al espermatozoide. Sus propiedades quimicas le
permiten actuar frente a numerosos compuestos oxidantes, tales como perdxido de
hidrégeno, superdxido, hidroxilo y especies reactivas del carbono; ademas, reduce
el radical libre tocoferoxilo y dihidroascorbato y los reconvierte a su forma original
(Chihuailaf y cols., 2002; Olguin y cols., 2004). Tanto la cisteina y como la N-acetil-
cisteina son precursores de la biosintesis de glutation (Meister y Tate, 1976). En un
estudio se comprobd los efectos beneficiosos de la suplementacidon con glutation o
cisteina (5 mM) a espermatozoides de cerdo, ya que se mejord la viabilidad vy la
integridad funcional de los espermatozoides durante la conservacién a 102C al

menos durante 14 dias (Funahashiy Sano, 2005).

Los antioxidantes sintéticos fueron desarrollados a partir de la necesidad de
obtener una proteccion mas efectiva y, al mismo tiempo, mdas econdmica que los
antioxidantes naturales. Entre los antioxidantes sintéticos, cuatro de ellos son los
mas utilizados en la industria alimenticia y actualmente también en la conservacion

espermatica: BHT, BHA, galato de propilo y TBHQ (Viera, 2004).

El BHT (butil hidroxitolueno—INS 321), debe utilizarse generalmente en
conjunto con otro antioxidante para que su efecto se refuerce. El BHT en
espermatozoides de pavo permite conservar la integridad de la membrana, la
motilidad y la supervivencia espermatica durante la conservacién a bajas
temperaturas (Donoghue y Donoghue, 1997). También se ha indicado que el BHA
(butil hidroxianisol — INS 320) ayuda a preservar la motilidad de espermatozoides de

carnero conservados a 152C (Upretiy cols., 1997).

El galato de propilo (INS 310), muchas veces se utiliza en conjunto con el BHT

y el BHA para reforzar la actividad de estos ultimos.

Upreti y cols., (1997) indicaron que, al igual que el BHA, el n-propil galato

tiene la habilidad de preservar la motilidad de espermatozoides de carnero
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conservados a 15 2C, aunque la eleccién del diluyente puede anular los efectos

beneficiosos de estos.

El TBHQ (terc-butilhidroquinona — INS 319), cuando se administrd oralmente
en ratas mejoré la concentracidon y motilidad espermatica (Abdel-Wahab, 2003).
Ademads, cuando se administrd junto a dibromo acetonitrilo, redujo la acumulacion

de MDA en los testiculos.
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EFECTO DE LA DILUCION EN LA INSEMINACION ARTIFICIAL
PORCINA CON SEMEN REFRIGERADO

Una de las posibles causas del shock por frio en los espermatozoides, es el
efecto dilucién, ya que, como se ha mencionado anteriormente, al preparar dosis
seminales a partir de un eyaculado, las proteinas y los antioxidantes del plasma
seminal son diluidos en un medio acuoso. El efecto lavado que provocan los
diluyentes puede modificar la membrana plasmatica de los espermatozoides.
Ademads, la manipulacién espermatica que se produce durante la elaboracién de las
dosis seminales da lugar a procesos de capacitacion que normalmente ocurren en el

tracto reproductivo de la hembra (Holt y Fazeli, 2010).

Debido a los problemas que presenta la conservacion de dosis seminales de
porcino, se han desarrollado nuevas técnicas y aditivos para los diluyentes
seminales que intentan mejorar la eficacia reproductiva de las dosis seminales. Asi
por ejemplo, se han encapsulado espermatozoides en una membrana
semipermeable de poli-L-lisina (Nebel y cols., 1985). Esta microencasulapcion se
lleva a cabo en un solo paso y las capsulas resultantes tienen una alta concentracion
de espermatozoides (Vigo y cols., 2009). Los espermatozoides son viables porque
las microcdpsulas estan compuestas de membrana semipermeables que permiten el
intercambio de nutrientes y metabolitos con el medio en el que ellos estan
inmersos. Las microcdpsulas permiten la liberacion gradual de los espermatozoides
durante horas o incluso dias en el tracto reproductivo femenino, evitando la
preocupacion de realizar la inseminacion artificial en un periodo de tiempo cercano
a la ovulacion. Se ha demostrado en condiciones in vitro, que espermatozoides de
cerdo encapsulados en microcdpsulas de alginato de bario, son liberados
lentamente durante un periodo de 24 horas y que los espermatozoides liberados
mantienen su potencial fertilizante (Faustini y cols., 2004; Torre y cols., 2002). Vigo
y cols., (2009) en un ensayo de fertilidad donde compararon los resultados de una
sola inseminacion, llevado a cabo con espermatozoides encapsulados con alginato

de bario, frente a 2 6 3 inseminaciones con semen sin encapsular, no obtuvieron
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una disminucidn en el nimero de lechones nacidos, pero obtuvieron una mejora en

los resultados de prefiez en aquellas cerdas inseminadas con semen encapsulado.
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MELATONINA Y SUS PROPIEDADES PROTECTORAS

La melatonina, o N-

acetil-5-metoxitriptamina, es H CD H CH3
una hormona sintetizada por 3 \ T

los pinealocitos a partir del D
neurotransmisor serotonina. H

La serotonina (5'-

hidroxitriptamina) alcanza sus mayores concentraciones en la glandula pineal. Los
mayores picos de secrecion se originan en la oscuridad y los menores en las horas
de luz. Esto es debido a que el paso limitante de la sintesis de melatonina es la
enzima NAT (N-acetil transferasa). Esta enzima, encargada de convertir la
serotonina a N-acetil serotonina, tiene menor actividad por el dia y mayor por la
noche. La hidroxil-indol metil transferasa (HOMT) termina el ciclo con la sintesis de
melatonina. Una vez que se estimula, el pinealocito secreta melatonina a la sangre,

donde se transporta unida a albumina (65%) o bien en estado libre (35%).

Desde que se informd que el desarrollo de un tumor en la glandula pineal
humana alteraba el desarrollo puberal (casi 70 afios antes de la identificacion de la
melatonina) (Huebner, 1898), ya se sugirié que alguin factor de origen pineal podia
ser capaz de influir en la funcidn reproductora. Esto llevé a muchos cientificos en la
primera mitad del siglo XX a estudiar la asociacién de la glandula pineal con el
estado reproductivo en una variedad de especies, pero con un éxito limitado para
demostrar una relacién funcional (Kitay, 1954; Thieblot y Bars, 1955). En el afio
1958 el dermatdlogo y bioquimico estadounidense Aaron Lerner aislé este factor de
los extractos bioldgicos de las glandulas pineales de 250.000 ovejas y lo llaméd
melatonina. Este descubrimiento de la melatonina abrié un nuevo campo de

investigacion en la fisiologia reproductiva (Lerner y cols., 1958).

La melatonina modula una cantidad diversa de procesos fisiolégicos

incluyendo el ciclo circadiano (Reiter, 1991), el control de la temporada
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reproductiva (Reiter, 1980), la fisiologia retiniana (Dubocovich y cols., 1997),
regulacién de la presion arterial (Doolen y cols., 1998), la regulacién del sistema
inmune (Guerrero y Reiter, 2002), la oncogénesis (Reiter, 2003) y el crecimiento y
desarrollo de tumores (Blask y cols., 2002), entre otros. Gran parte de las
investigaciones relacionadas con la melatonina y la glandula pineal en los primeros
30 afios después de su descubrimiento, estuvieron relacionadas con su capacidad
para modular la fisiologia reproductiva en mamiferos de reproduccién estacional,
dependientes del fotoperiodo (Kitay, 1954; Reiter, 1973; Reiter y Hester, 1966;
Stetson y cols., 1975; Turek y cols., 1976).

La importancia de la melatonina como molécula indispensable para el
desarrollo de la vida viene indicada por su conservaciéon en la escala filogenética. Se
ha encontrado melatonina en bacterias (Reiter, 1991; Tilden y cols., 1997),
microalgas (Hardeland y Poeggeler, 2003), plantas (Manchester y cols., 2000),
invertebrados y vertebrados (Viviens-Roels y Pevet, 1993). Es posible que su funcién
inicial en formas de vida primitivas se vincule a su actividad antioxidante en relacion
a los radicales libres (aniones superoxidos, radicales peroxilos, radicales cationicos,
fotooxidantes y radicales hidroxilos), producidos en las bacterias por reacciones
fotoquimicas y en las plantas como consecuencia inevitable de la fotosintesis. Las
concentraciones de melatonina en estas formas de vida son unas 1.000 — 10.000

veces mayores que las presentes en el hombre.

Mas de 1.000 publicaciones han confirmado la capacidad de la melatonina y
sus metabolitos para reducir el estrés oxidativo in vivo (Hardeland, 2005). Se ha
demostrado que la melatonina elimina especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno
(Peyrot y Ducrocqg, 2008; Tan y cols., 2007) en varias organulos subcelulares y
estimula las enzimas antioxidantes (Reiter y cols., 2000; Rodriguez y cols., 2004).
Estas funciones de la melatonina con un efecto ubicuo como antioxidante tienen
implicaciones para el funcionamiento éptimo de las células y érganos, incluyendo el

sistema reproductivo (Tamura y cols., 2008).
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Aunque la accion de la melatonina como antioxidante es directa, la
estimulacion de las enzimas antioxidantes por esta hormona, es probable que sea
mediada mediante la unién a receptores situados en la membrana, en el nucleo o
en el citosol (Tomas-Zapico y Coto-Montes, 2005). Asi, se han identificado
receptores de melatonina en las neuronas del hipotadlamo (Dubocovich vy
Markowska, 2005; ROY y BISHOP, 1954), en la pituitaria anterior (adenohipdfisis)
(Balik y cols., 2004; Johnston y cols.,, 2003) y en gdnadas de ambos sexos
(Ekmekcioglu, 2006; Kobayashi y cols., 2003). También se ha identificado el receptor
en espermatozoides humanos (van Vuuren y cols.,, 1992). Dubocovich (1988)
propuso que los receptores de melatonina fueran clasificados como ML-1 (1
melatonina, alta afinidad, rango picomolar) y ML-2 (2 melatonina, baja afinidad,

rango nanomolar).

La deteccién de sitios de union para la melatonina en espermatozoides
puede verse limitada como consecuencia de la ocultacion de éstos por residuos de
acido sialico. Van Vuuren y cols., (1992) investigaron la existencia de sitios de unién
de la melatonina en espermatozoides humanos. Parece ser que el acido sidlico
impide la unidn de la melatonina a sus receptores y por lo tanto inhibe cualquier
efecto que la melatonina pueda tener sobre la motilidad del esperma (van Vuuren y
cols., 1992). Se ha informado sobre la presencia de neuraminidasa en
espermatozoides de mamiferos (Srivastava y cols., 1970). Se ha sugerido que esta
enzima estd implicada en la reacciéon de la zona pellcida del dévulo durante la
fecundacién (Srivastava y Abou-Issa, 1977). Los resultados de Van Vuuren y cols.,
(1992) demostraron que la neuraminidasa, ademads, podia ser responsable de la
eliminacion de residuos de acido sidlico en espermatozoides. Se llegd a la conclusion
de que el acido sidlico y la neuraminidasa en el semen pueden por lo tanto controlar
los efectos de la melatonina y posiblemente también los efectos de otras hormonas

en los espermatozoides.

Los efectos in vitro de la melatonina sobre la actividad hialuronidasa de

semen, la motilidad y la anormalidad morfolégica fueron investigados en los
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espermatozoides de toros (Tanyildizi y cols., 2006). El acido hialurénico es un
componente del cumulus oophorus de las células foliculares, que es degradado por
la hialuronidasa espermadtica localizada en la superficie de la membrana del
espermatozoide y en el interior de la membrana acrosomal (Tanyildizi y Bozkurt,
2003). Esta enzima tiene un papel importante en el paso de los espermatozoides a
través de la zona pellcida (Meyers, 2001). Se ha demostrado que la actividad
hialuronidasa del semen es un indice de la capacidad fecundante y su deficiencia
provoca una disminucién de la capacidad fecundante de los espermatozoides en la
fecundacién in vitro (Abdul-Aziz y cols., 1996). El resultado es que la melatonina
causa un efecto significativo, disminuyendo la motilidad de los espermatozoides y
provocando un incremento en la actividad hialuronidasa del semen. El aumento de
la actividad hialuronidasa es independiente de la disminucién de la motilidad
espermatozoides. Esta conclusién ya la determinaron Tanyildizi y Bozkurt (2003),
guienes sugirieren que no hay ninguna relacion entre la actividad hialuronidasa y la

motilidad del esperma.

En 1968 se publicaron los primeros datos que indican una influencia negativa
de la melatonina exégena en la reproduccion de mamiferos (Wurtman y cols.,
1968). Se ha documentado que la melatonina actia como una hormona
antigonadotropa, inhibiendo la liberacién de gonadotropinas por la hipdfisis y por
tanto la espermatogénesis (Mas y Oaking, 1977; Talbot y Reiter, 1973). Ademas se
observaron efectos negativos de la melatonina en la préstata y vesiculas seminales
de las ratas, sugiriendo que la melatonina es un potencial inhibidor de la

espermatogénesis (Mas y cols., 1980).

Por otra parte, también se han descrito efectos beneficiosos producidos por
la melatonina, ya que se ha demostrado que dosis fisiolégicas de melatonina
aumentan la expresion génica y la actividad enzimatica de la GPx, SOD y CAT
(Kilanczyk y Bryszewska, 2003; Pablos y cols., 1998; Reiter y cols., 2000; Rodriguez y
cols., 2004). Algunos de los productos que se originan cuando la melatonina

detoxifica las ROS también son antioxidantes eficaces.
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Dentro del campo en el que se centra esta Tesis, la espermatologia, se ha
demostrado que los espermatozoides pueden ser protegidos del dafio oxidativo por
la melatonina o sus metabolitos. El diazinén es un plaguicida organofosforado
ampliamente utilizado, téxico para los espermatozoides, al provocar la formacion
de radicales libres. La exposicion de cualquier especie animal a este compuesto
compromete la espermatogénesis. Dado que se ha visto que la melatonina tiene un
efecto protector contra muchos otros radicales libres procedentes de moléculas
téxicas (Reiter y cols., 2000), se especulé que podria también proteger el esperma
de la toxicidad del diazindn. Tanto en la lombriz Eisenia foetida (Bustos-Obregon y
cols., 2005) como en raton (Sarabia y cols., 2009), el tratamiento con melatonina
mejoro la espermatogénesis, la cual fue interrumpida con la exposicion al diazindn.
En relacién a los efectos antioxidantes protectores de la melatonina, Rao vy
Ganghadaran (2008) la emplearon para evaluar su efecto antioxidante en
espermatozoides de rata tratados con mercurio. Los resultados obtenidos llevaron a
la conclusion de que dosis graduales de mercurio provocaron el agotamiento del
sistema de defensa antioxidante en el semen, sin alterar la viabilidad, y la
administracion de melatonina inhibid significativamente el dafo oxidativo causado

por el mercurio.

La capacidad antioxidante de la melatonina también se ha confirmado en el
proceso de centrifugacién de semen humano. La centrifugaciéon origina la formacién
de ROS, lo que induce dafios irreversibles a los espermatozoides y su funcionalidad.
Se ha demostrado que la adicion de melatonina al semen antes de la centrifugacion
reduce la presencia de ROS en el sedimento tras la centrifugacion (Aitken vy

Clarkson, 1988).

En un estudio donde se investigd si los efectos antioxidantes de la
melatonina, el piruvato y la taurina influian en la motilidad del semen porcino
almacenado in vitro, se incubaron alicuotas del semen con diferentes
concentraciones de antioxidantes en presencia o ausencia de H,0,. La motilidad tras

6, 9 y 12 horas de incubacidn fue mayor en los grupos que contenian melatonina y
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taurina, en comparacién con el control. Los grupos de melatonina y taurina en
presencia de H,0, no mostraron efectos positivos en la motilidad. Los autores
llegaron a la conclusion de que la suplementacidon del semen con melatonina,
piruvato y taurina puede mejorar la motilidad del espermatozoide de verraco (Jang
y cols., 2006). En un estudio posterior de los mismos autores, se observd que las
caracteristicas del semen (motilidad, viabilidad, integridad de la membrana, etc)
mejoraron en los grupos tratados con melatonina respecto a los demads grupos;
ademas los niveles formados de malondialdehido (MDA) fueron mas bajos en las
muestras tratadas con melatonina que en las muestras no tratadas (Jang y cols.,
2010). Continuando con los resultados positivos de la melatonina descritos en este
trabajo, ademads se ha comprobado que la tasa de desarrollo de blastocistos se
incrementa significativamente en los dovulos fecundados por el semen tratado con
melatonina. Por ello, la melatonina puede mejorar las caracteristicas del semen
durante su almacenamiento y ademas estimular (incrementar) la capacidad de
desarrollo embrionario in vitro. En la especie humana, se ha demostrado el efecto
estimulador de la melatonina, ya que mejora significativamente la motilidad
espermatica (Gulay y Aysekendircy, 1996). Este efecto positivo en la motilidad
puede deberse a la capacidad que tiene la melatonina como depurador eficaz de

radicales libres y como antioxidante general (Reiter, 1995; Reiter y cols., 1996).

Por otra parte, el estudio in vitro de los efectos de concentraciones
fisiolégicas de melatonina en la motilidad de los espermatozoides de ratas Wistar,
muestra que la melatonina tuvo efectos negativos dependientes de las dosis en la
progresion espermatica, la calidad del esperma y en la motilidad (Gwayi y Bernard,
2002). Algunos, pero no todos estos efectos, se debieron al etanol (0,5%
concentracion final), que fue utilizado como solvente para la melatonina. La adicién
de etanol en el medio de incubacién alteré el pH, y el aumento de pH tuvo un
efecto negativo significativo en todos los aspectos de la motilidad del esperma
(Gwayi y Bernard, 2002). Otros autores también describen un efecto inhibidor de la
motilidad espermatica con el uso de indolaminas, dependiente del tiempo de

incubacién y de la dosis utilizada (Irez y cols., 1992; Tanyildizi y cols., 2006).
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Es ampliamente conocido el papel esencial del AMPc y del Ca®** como
mensajero intracelular en la motilidad del esperma de mamiferos. En este sentido,
se ha descrito que la melatonina inhibe la acumulacién de AMPc en las células del
epididimo de la rata (Li y cols., 1998) y en las células de la glandula pituitaria
(Vanecek y Vollrath, 1989). Se ha sugerido que la melatonina inhibe el influjo de
Ca®", disminuyendo la concentracién de AMPc (Slanar y cols., 2000) y la motilidad
de los espermatozoides, ya que una elevacion del Ca** intracelular causa un
aumento en la motilidad del espermatozoide (Bains y cols., 2001). Ademas, se ha
indicado que la melatonina tiene efectos negativos similares a la colchicina en los
microtubulos (Bornman y cols., 1989). La colchicina puede afectar a la motilidad de
espermatozoides in vitro, probablemente por su efecto directo en los microtibulos

en lugar de causar la muerte de los espermatozoides (Ben-Chetrit y cols., 1993).

La melatonina es un compuesto con dos efectos importantes en las
mitocondrias. En primer lugar, y como ya hemos descrito previamente, es un
antioxidante que puede eliminar directamente ROS producidos durante el
metabolismo normal de este organulo y promover indirectamente la actividad de
las enzimas antioxidantes incluyendo SOD, GPx y CAT. En segundo lugar, la
melatonina aumenta las actividades de los complejos | y IV de la cadena
transportadora de electrones de las mitocondrias en condiciones normales y
restaura sus actividades en algunas situaciones patoldgicas. Una consecuencia
importante de estos efectos es que mantiene la homeostasis del glutation en las

mitocondrias y aumenta la produccién de ATP.

La relacién directa entre la melatonina y las mitocondrias fue observada por
Yuan y Pang (1991) y por Poon y Pang (1992). Estos investigadores describieron las
caracteristicas farmacoldgicas de la melatonina en los sitios marcados con 2-[125]-
lodomelatonina en los preparados de membrana mitocondrial de cerebro de

paloma (Yuany Pang, 1991) y en el bazo de cobayas (Poon y Pang, 1992).

Las caracteristicas moleculares de la melatonina son decisivas para entender

sus efectos en las mitocondrias. La melatonina es una molécula altamente lipofilica
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que cruza las membranas celulares y llega facilmente a los compartimentos
subcelulares (Menéndez-Peldez y Reiter, 1993), incluyendo las mitocondrias, donde
parece que se acumula en altas concentraciones (Martin y cols., 2000). Adema3s, la
melatonina interactia con la bicapa lipidica (Costa y cols., 1997) y estabiliza la
membrana mitocondrial interna (Garcia y cols., 1999), un efecto que puede mejorar
la actividad de la cadena de transporte de electrones (Acuna-Castroviejo y cols.,

2001).

La capacidad de la melatonina para influir en la homeostasis mitocondrial se
ha probado en experimentos tanto in vivo como in vitro. Se ha demostrado que la
melatonina aumenta en cerebro e higado las actividades de los complejos
enzimaticos respiratorios mitocondriales | y IV de una manera dependiente del
tiempo tras su administracion a ratas, mientras que las actividades de los complejos
Il 'y lll no se ven afectadas (Martin y cols., 2000). La administracion de melatonina
también previene el descenso de la actividad de los complejos | y IV debido al dafio
mitocondrial por estrés oxidativo inducido por rojo de rutenio. Esta induccion de
estrés oxidativo no causa la peroxidacion lipidica, pero reduce significativamente la
actividad antioxidante de la enzima GPx, un efecto que también se previene en

parte por la accién de la melatonina (Martin y cols., 2000b).
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RESVERATROL Y SUS PROPIEDADES PROTECTORAS

El resveratrol es un
polifenol natural clasificado HO
como un fitoestrégeno, dada la
similitud estructural del = OH
resveratrol al dietilestilbestrol
(DES) vy al estradiol y porque
ademas tiene actividad
moduladora del sistema de OH
respuesta estrogénico (Bhat y cols., 2001a). Los estrégenos, hormonas reguladoras
de la actividad reproductora en la hembra, también estan involucrados en el
sistema reproductor masculino, principalmente controlado por andrégenos. Los
estrogenos, ya sean derivados de la aromatizacion de los andrdogenos o producidos
directamente en los testiculos, ejercen una accion sobre el eje reproductor
neuroendocrino masculino y ademas tienen una actividad paracrina en los
testiculos (Hess y cols., 1997; Sharpe, 1998). Por lo tanto, el resveratrol, al modular
la respuesta del sistema estrogénico, podria estar implicado en diferentes aspectos

de la reproduccién masculina.

El resveratrol es un antioxidante natural ampliamente consumido en la dieta
mediterranea debido a su presencia en alimentos como los cacahuetes y las uvas.
En la actualidad es una molécula que suscita gran interés ya que es un componente
del vino, existiendo estudios en los que se ha comprobado una correlacion inversa
entre el consumo del vino y la incidencia de enfermedades cardiovasculares (Juany
cols., 2005). Es por ello que ha crecido el interés por demostrar otros efectos
beneficiosos para la salud. Asi por ejemplo, se le atribuye actividad antioxidante y
vasodilatador, moduladora del metabolismo lipidos y proteinas, y preventiva y
terapéutica frente al cancer (Aziz y cols., 2003a). El cancer e inflamacién estan
relacionados con la sintesis de enzimas proinflamatorias a partir del acido

araquiddnico y las ciclo y lipooxigenasas. Entre otros efectos moleculares del
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resveratrol se encuentra la inhibicion de una variedad de enzimas como quinasas,
lipo y ciclooxigenasas (COX), sirtuinas y otras proteinas. El resveratrol se une al sitio
activo de las peroxidasas, lo que produce una inactivacion irreversible de la enzima
a la vez que la oxidacion de un grupo hidroxilo del resveratrol, paso necesario para
la inhibicion estructural de la COX y en concreto de la COX-1 (Kennedy vy cols., 2003),
una enzima involucrada en la sintesis de prostaglandinas de la serie 2 (Mendonca y
cols., 2000). Otras enzimas cuya actividad es inhibida por el resveratrol son las
fosfodiesterasas PDE1, PDE3 y PDE4 (Park y cols., 2012). Esta inhibicion de las PDEs
se produce por unidn del resveratrol al sitio catalitico y por competicién con el
AMPc (Park y cols., 2012). En las células, los niveles intracelulares de AMPc
dependen de la actividad de la adenilato ciclasa (ACs) y de las fosfodiesterasas
(PDEs) (Conti y Beavo, 2007), que hidrolizan el adenosin monofosfato ciclico (AMPc)
o el guanosin monofosfato ciclico (GMPc) a adenosin monofosfato (AMP) o
guanosin monofosfato (GMP), respectivamente. El resveratrol no tiene efecto
directo en la actividad de la adenilato ciclasa. Debido a que la inhibicién de PDE4
tiene efectos antiinflamatorios (Torphy, 1998), esto podria explicar en parte los

efectos antiinflamatorios del resveratrol.

Entre las caracteristicas mencionadas y mas interesantes del resveratrol hay
que destacar que tiene una actividad antioxidante mas intensa que la vitamina E y la
C (Stojanovic y cols., 2001), que resulta menos toxica (Kyselova y cols., 2003). Los
compuestos fendlicos se incorporan facilmente en el interior de la bicapa lipidica, y
mantienen la integridad de la membrana y el equilibrio idnico celular (Halliwel y
Gutteridge, 1999), actian como eliminadores de radicales libres y, a la vez como
quelantes de metales, actuando tanto en la iniciacion como en la propagacion del
proceso oxidativo (Degaspari y Waszczynskyj, 2004; Soares, 2002). El mecanismo
antioxidante del resveratrol podria estar relacionado con su capacidad para reducir
los niveles de O, y aniones de nitritos, capturando radicales perdxidos y/o OH’,
donando el electrén de hidrégeno a su grupo hidroxilo (Kasdallah-Grissa y cols.,
2006). Se ha demostrado que el resveratrol es capaz de reducir los niveles de ROS

en respuesta al tratamiento con H,0, (Dani y cols., 2008). El resveratrol también
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actla como un potente antioxidante por su habilidad para inhibir la formacién de
ROS tanto por sistemas enzimaticos como no enzimaticos, especialmente NADPH-
oxidasas (Li Y, 2011, nova Science Publishers) y oxidorreductasas dependientes de
NADH (Delmas y cols., 2005), localizadas en la membrana plasmatica y en la

mitocondria (Guerra y cols., 2004; Sies, 1993).

A pesar de los efectos beneficiosos que se han comentado, el resveratrol
presenta un efecto dicotdomico, es decir, el efecto inhibidor o potenciador de Ia
oxidacién va a depender de varios factores: la concentracion de resveratrol usada,
del potencial redox del oxidante, de la abundancia en iones metalicos, del pH y del
compartimento subcelular en el que se encuentre (Biasutto y cols., 2008). En este
sentido, estudios recientes han confirmado que bajas dosis de resveratrol protegen
frente a numerosas enfermedades, pero altas dosis tienen efectos perjudiciales
para la salud (Mukherjee y cols., 2010). Asi por ejemplo, se ha demostrado que altas
concentraciones de resveratrol (100-300 puM) disminuyen los niveles de ATP
intracelular y activan la AMPK dependiendo del ratio AMP/ATP (Hawley y cols.,
2010). Ademas, el resveratrol ejerce un importante efecto en la mitocondria, ya que
es capaz de aumentar la produccion mitocondrial de superdxidos (Low y cols.,
2010), interrumpir el potencial de membrana mitocondrial (Sareen y cols., 2006;
van Ginkel y cols., 2007; van Ginkel y cols., 2008) y alterar la cadena respiratoria

(Zheng y Ramirez, 2000; Zini y cols., 1999).

Centrandonos en el tema de esta Tesis, la espermatologia, diversos
investigadores han evaluado el resveratrol por su capacidad antioxidante para
tratar de mejorar la calidad espermatica en distintas especies. Asi, Collodel y cols.,
(2011) han demostrado en espermatozoides epididimarios de rata que el
resveratrol en concentraciones de 6 uM y 15 uM estimula la motilidad progresiva.
Por otro lado, Juan y cols., (2005) observaron en ratas, que tras la administracion de
20 mg resveratrol/kg dia en la dieta aumenta la concentracién de espermatozoides
epididimarios en las ratas, se reduce el didmetro y la densidad de los tubulos

seminiferos, mientras que aumenta su longitud, ademas, la concentraciones séricas
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de FSH, LH y testosterona fueron superiores en las ratas suplementadas. La
hormona FSH actua en los tubulos seminiferos estimulando la espermatogénesis, y
la LH actua como sefial para la produccién de testosterona por las células de Leydig.
Esta testosterona es esencial para la espermatogénesis. En conejo se han descrito
resultados similares a los de Juan y cols., (2005) en la rata, observandose un efecto
positivo en la ereccion del pene, y un incremento en los niveles de testosterona en
sangre, la concentracion espermatica testicular y la motilidad de espermatozoides
epididimarios (Shin y cols., 2008). En un reciente trabajo se ha demostrado que la
administracion intraperitoneal de resveratrol previene la pérdida de motilidad
espermatica, disminuye la LPO y previene el estrés oxidativo inducido en testiculos
de ratas con hipertiroidismo (Ourique y cols., 2013). Asimismo, el tratamiento con
resveratrol previene frente a la peroxidacién lipidica inducida por etanol en
testiculos (Kasdallah-Grissa y cols., 2006). Debido a su capacidad antioxidante, se ha
propuesto el uso del resveratrol para neutralizar el estrés oxidativo que se produce
en los tubulos seminiferos. Adicionalmente, el resveratrol podria actuar
disminuyendo los niveles de ROS vy factores proinflamatorios en los tubulos
seminiferos, ademas de aumentar la produccion de andrégenos y de

espermatozoides.

Entre otros mecanismos de accion del resveratrol en espermatozoides se ha
descrito que este polifenol induce la liberaciéon de calcio dentro de la célula
germinal masculina (Breitbart y cols., 1985; Breitbart y Rubinstein, 1983), la cual
varia en funcion del tiempo y de la concentracién de resveratrol usada (Liu y cols.,
2005). El control de la concentracién de calcio intracelular es importante para el
normal mantenimiento y funcionamiento celular (Breitbart H, 1983). Dado que el
resveratrol interviene en la liberacidon de calcio intracelular, este efecto puede
prevenir una prematura capacitaciéon y reaccion acrosémica durante la
conservacién, procesos regulados por la concentracion de calcio intracelular

(Breitbart y cols., 1985).
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Otro de los efectos atribuidos al resveratrol es la disminucién de la apoptosis

de células germinales en ratones y ratas (Revel y cols., 2001).

En cuanto al efecto téxico del resveratrol en la célula germinal masculina,
Collodel y cols., (2011) calcularon su dosis letal 50 (DL50) tanto en espermatozoides
humanos como en espermatidas de ratas, que resulté ser 50 uM. Los
espermatocitos de rata fueron mads sensibles al efecto perjudicial del resveratrol
con una DL50 entre 30-50 upM, inhibiendo la motilidad espermatica a

concentraciones mayores (100 uM).

Debido a los crecientes problemas de la sociedad actual para concebir hijos,
en el campo de la medicina reproductiva ha aumentado el interés en disminuir los
dafios de los espermatozoides que se producen durante el proceso de
criopreservacion de semen humano. El resveratrol tiene efecto protector frente a la
peroxidacion lipidica en membranas celulares y frente al dafio en el ADN provocado
por las ROS (Aziz y cols., 2003b; Bhat y cols., 2001b; Roemer y Mahyar-Roemer,
2002). Aungue los espermatozoides con pérdida de la integridad del ADN son
capaces de fertilizar ovocitos, los embriones producidos tiene un desarrollo anormal
(Agarwal y cols., 2004). Branco y cols., (2010) observaron que la adicion de
resveratrol 10 mM durante el proceso de criopreservacion reduce el dafio al ADN en
muestras procedentes tanto de hombres fértiles como infértiles. Sin embargo, no
fue capaz de prevenir la disminucion de motilidad inducida por el proceso de
criopreservacion. Debido a esta propiedad protectora del ADN, estos investigadores
recomiendan la adicidn de resveratrol al diluyente crioprotector de semen humano,
especialmente para el caso en que se vaya a utilizar la técnica de inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), puesto que en este caso no son

necesarios espermatozoides motiles para que se produzca la fecundacion.

Garcez y cols., (2010) describieron que la adicién de resveratrol (0,1-10 mM)
al medio de congelacién previene los dafos lipidicos que se producen durante la
criopreservacién, tanto en hombres fértiles como en infértiles, efecto que no fue

dependiente de la dosis utilizada. En las muestras procedentes de hombres
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infértiles se observa un aumento de la actividad superéxido dismutasa cuando se
afiade resveratrol; sin embargo, al igual que en los datos de Branco y cols., (2010),
la adicion de resveratrol fue incapaz de prevenir la pérdida de motilidad que se

produce durante la congelacién-descongelacion espermatica.

Desde que se describio que los polifenoles en espermatozoides humanos
son capaces de reducir la peroxidacion lipidica (Garcez y cols., 2010; Sarlos y cols.,
2002), se ha evaluado su uso en la criopreservacién espermatica de otras especies.
Silva y cols., (2012) tras la criopreservacién de espermatozoides de carnero en
presencia o ausencia de resveratrol (20 ug/mL), no observaron diferencias en el
porcentaje de espermatozoides matiles, con el acrosoma dafiado o con membrana
plasmatica alterada. Sin embargo, en muestras tratadas con resveratrol se observd
una disminucién en el potencial de membrana mitocondrial (Silva y cols., 2012).
Que el potencial de membrana mitocondrial estuviera disminuido en las muestras
gue contenian resveratrol fue considerado por estos autores probablemente
beneficioso para el espermatozoide, ya que las mitocondrias son la principal fuente
de produccién intracelular de ROS, junto a la cadena respiratoria en un proceso de
autoxidacién (Turrens, 2003), donde los polifenoles, como el resveratrol, tienen una
funcion importante en la absorcidon y neutralizacion de las ROS, debidos a sus

propiedades de oxidoreduccion (Degaspari y Waszczynskyj, 2004).
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METABOLISMO CELULAR: AMPK

El espermatozoide, como ya hemos comentado previamente, es una célula
muy especializada con una esencial compartimentalizacidn intracelular y que, en la
fase final de su desarrollo, es transcripcionalmente inactivo e incapaz de sintetizar
proteinas. Por lo tanto, sus vias de regulacién intracelular estdn basadas en la
modificacién post-traduccional de las proteinas ya expresadas, como la fosforilacion
en residuos de tirosina, treonina o serina, catalizada por enzimas quinasas vy
fosfatasas, que las hacen especialmente importantes en estas células. El
espermatozoide debe sufrir una serie de procesos celulares como la adquisicién de
movilidad, capacitacion, hiperactivacion y reaccidn acrosémica, para poder
desempeiiar su funcién esencial, la fecundacion del évulo. Todos estos procesos
celulares, que estan regulados por mecanismos bioquimicos, como la fosforilaciéon
de proteinas, son a su vez, dependientes de la carga energética celular, que estd
determinada por la proporcion AMP/ATP (Ford, 2006; Miki, 2007). La regulacion
bioquimica del nivel energético es un proceso fundamental en cualquier organismo
vivo. La concentracion de ATP celular debe mantenerse en niveles relativamente
altos (unas 10 veces por encima de la concentracion de ADP) para lograr un

correcto funcionamiento de los procesos metabdlicos.

Uno de los sistemas moleculares que intervienen en el control del balance
energético es la proteina quinasa activada por AMP, AMPK. La proteina AMPK, que
es ubicua y se encuentra en todas las células eucariotas (Hardie, 2008). Es una
serina/treonina (Ser/Thr) quinasa heterotrimérica, formada por las subunidades a,
B, y v (Graeme y cols., 2013; Hardie, 2007). Existen dos formas diferentes de las
subunidades a (a3, o) y B (B1, B2), mientras que existen 3 formas diferentes de la
subunidad vy (y1,v2,v3) (Hardie, 2007). La subunidad a es la catalitica del
heterotrimero y contiene un residuo de treonina en la posicion 172, cuya
fosforilacion es requerida para su completa actividad enzimatica (Hawley y cols.,
1996). La subunidad a se une a las subunidades B y y por su extremo C-terminal

(Crute y cols., 1998). La subunidad P contiene una regidon conservada
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evolutivamente de unién a carbohidratos que permite a la proteina AMPK
interactuar con particulas de glucégeno (Hudson y cols., 2003) y se ha sugerido que
su funcion es la de un regulador que permite a la proteina AMPK detectar las
reservas energéticas celulares en forma de glucégeno (McBride y cols., 2009). La
subunidad y contiene cuatro dominios CBS (cistationina beta B-sintasa) repetidos en
tdndem, que proporciona el sitio de unién para la regulacién de los nucledtidos
AMP y ATP (Graeme y cols., 2013; Scott y cols., 2004). Dos dominios CBS se uniran
de manera reversible a una molécula de AMP o de ATP, el tercero se unird de
manera exclusiva a una molécula de AMP, mientras que el cuarto permanecera
desocupado incluso en presencia de altas concentraciones de AMP o ATP (Xiao y
cols., 2007). Mientras que la unién con ATP mantiene a la enzima en un estado de
baja actividad, el intercambio de este ATP por una molécula de AMP es suficiente
para promover una activacion de la quinasa por un mecanismo alostérico. Ademas,
esta union de la molécula de AMP a la subunidad y protege de la desfosforilacién de
la Thr172 mediada por las proteinas fosfatasas (Davies y cols., 1995; Graeme y cols.,
2013; Hardie y cols., 2011). La combinacion de la activacién alostérica y la
fosforilacién conlleva al incremento de la actividad de la enzima en mas de 1.000

veces (Graeme y cols., 2013; Suter y cols., 2006).

Fosfo-Thr-172

Dominio quinasa
de la subunidad a

Extremo C-terminal
de la subunidad a

. Extremo C-terminal
de la subunidad p

Region de union de la

Subunidad ¥y :
v subunidad a con AMP

CBS1

CBS4

Estructurade la AMPK, adaptado de Hardie y Alessi, 2013
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La activacion de la proteina AMPK esta generalmente unida a una respuesta
metabdlica para prevenir situaciones de estrés, tanto metabdlico como energético,
que cursan con un aumento de la proporcion AMP/ATP, bien porque la sintesis de
ATP esta comprometida (hipoxia, isquemia o baja disponibilidad de nutrientes) o
bien porque el consumo de ATP estd aumentado. La carga energética evaluada
como AMP/ATP es muy sensible al estado metabdlico de la célula (Hardie y Hawley,
2001), por lo que la AMPK es un excelente sensor del estado energético celular. En
general, la activacion de la AMPK en células somaticas estimula procesos
catabdlicos para generar ATP e inhibe el consumo anabdlico de ATP que no es
necesario para la supervivencia inmediata de la célula. Asi, en relacion al
metabolismo de carbohidratos, la activacion de la AMPK esta asociada con una
disminucién de la sintesis de glucdgeno, debido a una fosforilacion directa de la
glucégeno sintasa en el residuo de Ser7 que inhibe su actividad (Carling y Hardie,
1989). Ademds, esta proteina en estado de déficit energético, estimula la glicolisis a
través de la activacion de las fosfofructoquinasa 2 y 3 (PFK2/3) y permite la entrada

de glucosa a través de la familia de transportadores GLUT (Hardie y Alessi, 2013).

Sintesis Ac.
Sintesis N Grasos
proteinas h

Biogénesis

. . mitocondrial
Sintesis

colesterol

Oxidacion Ac.
Grasos

Sintesis
glucégeno

[ELE]
Glucosa

Esquema de las rutas metabdlicas reguladas por AMPK. En verde se representan
las rutas metabdlicas activadas por AMPK y en rojo aquellas que son inhibidas.
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En relacidn al control de metabolismo de lipidos, la activacidon de la proteina
AMPK estimula la oxidacidn de acidos grasos, que es otra via para aumentar la carga
energética celular. La AMPK fosforila directamente la acetil-CoA carboxilasa (ACC),
tanto la isoforma 1 como la 2, en los residuos de Ser79 y Ser21 respectivamente
(Hardie y Pan, 2002). La ACC es la enzima que cataliza la reaccién de formacion del
malonil-CoA a partir de acetil-CoA y que constituye el paso inicial y mas regulado de
la sintesis de lipidos (Hardie y Pan, 2002). El malonil-CoA es un inhibidor alostérico
de la carnitina palmitoil transferasa CPT1b (Mills y cols., 1983), la proteina
responsable de la entrada de acidos grasos dentro de la mitocondria para que se
produzca su B-oxidacién. La fosforilacion de la ACC por la AMPK conlleva su
inactivacion (Hardie y Pan, 2002), que se traduce en una inhibicién de la sintesis de
acidos grasos y por tanto, del malonil-CoA. A su vez, el descenso de los niveles de
malonil-CoA provoca una menor inhibicion de la CPT1lb, lo que conlleva a un
aumento del flujo de acidos grasos hacia la mitocondria donde se catabolizardn
mediante la B-oxidacion. Esta induccién de la B-oxidacidon debida a la activacion de
la AMPK contribuye, junto al aumento de la actividad glicolitica mencionado, a
aumentar los niveles de ATP necesarios para los requerimientos energéticos de la

célula.

Como ya se ha mencionado, los efectos mas conocidos de la AMPK se
ejercen en la regulacion del metabolismo, donde también se incluye la sintesis de
colesterol y la sintesis de proteinas. Sin embargo, recientemente se estan
describiendo nuevas funciones de esta quinasa como la regulacién de la biogénesis

de mitocondrias (Graeme y cols., 2013).

Aunque el modelo mds clasico de activaciéon de la AMPK se basa en el
aumento de la proporcion AMP/ATP, se han descrito otros tipos de estimulos
generalmente ligados al estrés celular, como el estrés hiperosmético (Fryer y cols.,
2002b), capaces de activar la AMPK y que no alteran esta proporcidn, sugiriendo
que hay otros mecanismos bioquimicos involucrados en la activacién de la AMPK

(Carling, 2004). En este sentido, recientemente se ha identificado a la quinasa de la
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guinasa activada por calcio y calmodulina (CAMKK) como una de las enzimas que
activan la AMPK por fosforilacién en la Thr172 de su subunidad catalitica a,
concretamente tanto la isoforma CaMKKa como la CaMKKB (Hardie y cols., 2006;
Long y Zierath, 2006). La activacién de la AMPK por CaMKKa/B esta inducida por un
aumento de la concentracién intracelular de calcio, sin un apreciable cambio en Ia
relacion AMP/ATP. En este sentido, la via intracelular de activacion de la proteina
AMPK en células somaticas podria estar regulada por diferentes mecanismos que, a
su vez, podrian ser especificos del tipo celular en estudio. En la actualidad hay un
gran interés cientifico en el estudio de la proteina AMPK puesto que se ha visto
involucrada en el control del crecimiento y proliferacién celular. Esto se debe, en
parte, a la identificacidon de la quinasa que funciona como supresora de tumores
LKB1 como otra de las enzimas reguladoras de la activacion de la AMPK al catalizar
su fosforilacion también en el residuo Thr172 (Hawley y cols., 2003; Shaw vy cols.,
2004; Woods y cols., 2003). Mutaciones en el gen LKB1 son responsables del
sindrome de Peutz-Jeghers en humanos, un tipo de predisposicion al cancer que se
hereda de forma autosémica dominante y que cursa con el desarrollo de pdlipos
hamartomatosos benignos en el tracto gastrointestinal (Hemminki, 1999). Otros
autores sugieren que la proteina AMPK actiia como un punto de control metabdlico
para determinar si las fuentes de energia celular son suficientes para la progresion
del proceso de divisién celular que demanda gran cantidad de energia (Jones y cols.,

2005).

Estd ampliamente demostrado que en el espermatozoide se producen
incrementos en la concentracion de calcio intracelular relacionados con la
regulacién de la movilidad, la capacitacién y la reaccidn acrosémica. Por otra parte,
Baker y cols., (2004) demostraron en espermatozoides humanos y de ratén que el
calcio extracelular provoca una disminucién de los niveles intracelulares de ATP y
proponen un modelo en el que los niveles de ATP tiene un papel fundamental en las
sefalizacion de los procesos fisioldgicos que ocurren en espermatozoides humanos
in vivo (Baker y cols., 2004). Asimismo, el espermatozoide sufre diferentes tipos de

estrés oxidativo y osmético durante su transito por el tracto genital femenino, el
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cual precede a la fertilizacion del ovulo. Estos tipos de estrés también se ocasionan
en los espermatozoides durante la conservacion, refrigeracidn o congelacién antes

de su uso para la IA (Gogol y Pieszka, 2008; Rath y cols., 2009).

Todos los estudios sobre la ruta intracelular de la AMPK se han realizado
exclusivamente en células somaticas hasta 2008, en que Towler y cols., (2008)
demostraron que una isoforma corta de una de las quinasas que fosforila la AMPK,
la proteina LKB1, denominada LKB1s, se expresa de forma predominante en células
espermaticas haploides de los testiculos de mamiferos. Los ratones knockout para
LKB1ls presentan una dramatica reduccion en el nimero de espermatozoides
maduros en el epididimo y los pocos espermatozoides que se producen son
inmoviles, tienen morfoanomalias en la cabeza y funcionalmente son estériles
(Towler y cols., 2008). Estos datos sugieren que la isoforma LKB1s tiene una funcién
esencial durante la espermiogénesis y en la fertilidad en ratones. Por otro lado, se
han identificado en espermatozoides humanos diferentes miembros (TSSK2, TSKS y
SSTK) de la familia de serina/threonina quinasas especificas de testiculos, TSSK (Xu y
cols., 2007), a la cual pertenece la rama de la AMPK en el arbol del quinoma en
humanos. La deleciéon de TSSK1 y TSSK2 causa infertilidad en ratones debido a una
haploinsuficiencia (Xu y cols., 2008). Recientemente, nuestro grupo de investigacion
(Hurtado de Llera y cols., 2012) ha descrito por primera vez la expresion de la
proteina AMPK en espermatozoides de cerdo. Hurtado de Llera y cols., (2012)
muestran la expresiéon de la AMPK y la presencia de su forma activa, evaluada
mediante su fosforilacion en el residuo Thrl72 de su subunidad catalitica o, en
espermatozoides porcinos. En este reciente trabajo, se muestra que la inhibicidn de
la AMPK con compuesto C provoca una disminucion del porcentaje de
espermatozoides moéviles y de sus distintos tipos de velocidad tanto en un medio
capacitante como en un medio no capacitante. Por otra parte, se demostré que la
inhibicidn de la AMPK tiene un efecto protector en espermatozoides, ya que se
observd que en presencia de compuesto C existia un porcentaje mayor
espermatozoides vivos. Como conclusién, nuestro trabajo indica que la AMPK

desempeiia un papel importante en la regulacion de la movilidad en los
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espermatozoides porcinos. Mas recientemente nuestro grupo de investigacién ha
mostrado que la AMPK de manera adicional interviene en el mantenimiento de la
estabilidad de las membranas plasmatica y acrosomal, ademas estd implicada en el
correcto mantenimiento del potencial de membrana mitocondrial en

espermatozoides porcino (Hurtado de Llera y cols., 2013).

Activadores de la proteina AMPK:

El primer activador de la proteina AMPK que se describié fue el AICAR (5-
aminoimadozol-4-carboxamida ribdsido)(Corton y cols., 1995; Sullivan y cols., 1994).
El AICAR penetra en el interior de la célula gracias a la accién de transportadores de
adenosina (Gadalla y cols., 2004) y una vez dentro es convertido por adenosina
guinasas en el derivado monofosforilado, ZMP, que se une a la subunidad y e imita
el efecto del AMP, provocando la activacién alostérica de la quinasa e inhibiendo su
desfosforilacion (Corton y cols., 1995). Sin embargo, el AICAR también tiene efectos
independientes de la AMPK debido a la interaccidon con otras enzimas reguladoras

del AMP.

La metformina es un derivado de la guanidina que ha sido usado para el
tratamiento de la diabetes desde hace mas de 50 afos y actualmente se usa para el
tratamiento de la diabetes tipo 2. El efecto de la metformina es una reduccion de
los niveles de glucosa en sangre principalmente por inhibicion de Ia
gluconeogénesis hepatica (Hundal y cols.,, 2000). La metformina no activa
directamente a la proteina AMPK y no tiene efecto directo en su fosforilacién o en
la desfosforilacion (Hawley y cols., 2002), estando aun en debate el mecanismo por
el que activa la AMPK. Uno de los efectos claros de la metformina es la inhibicién
del complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial (EI-Mir y cols., 2000; Owen y
cols., 2000), lo que sugiere la activacién indirecta de la AMPK por el incremento

intracelular de la proporcién AMP/ATP, entre otros posibles mecanismos de accion.

Las tiazolinedionas (TZDs), entre las que se incluyen troglitazona,

rosiglitazona y pioglitazona, constituyen una segunda clase de farmacos sensibles a
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la insulina que parece tener efecto antidiabético en parte por la activacion de la
AMPK asociada con un aumento en la proporcién AMP/ATP (LeBrasseur y cols.,
2006). Presentan un efecto similar a las de las biguanidinas, al inhibir el complejo |
de la cadena respiratoria mitocondrial (Brunmair y cols., 2004) y por lo tanto su
mecanismo de accidon podria estar mediado por una alteracion de los niveles

celulares de nucleétidos de adenina.

Entre los activadores de la proteina AMPK también encontramos productos
naturales derivados de plantas, como la berberina, un alcaloide presente en plantas
y que se usa en la medicina tradicional china. Su actividad también es indirecta,
similar a la metformina y TDZs, inhibiendo el complejo | de la cadena respiratoria
mitocondrial (Turner y cols., 2008; Yin y cols., 2008). Otros productos de plantas
gue han sido descritos como activadores de la proteina AMPK son: quercetina (Ahn
y cols., 2008; Suchankova y cols., 2009), curcumina (Fujiwara y cols., 2008),
isoginkgetina (Liu y cols., 2007), ginsenosida (Hwang y cols., 2009) y triterpenoides
(Tanabe y cols., 1975). Sin embargo, los efectos in vivo de estos nuevos activadores
estan siendo estudiados en la actualidad y todavia no se sabe cudl es el mecanismo
de activacién de la AMPK. Entre los derivados de plantas también encontramos al

resveratrol, ya mencionado anteriormente en esta introduccion.

En los ultimos afios se ha desarrollado un activador directo de la proteina
AMPK: la thienopiridona A769662 (Cool y cols., 2006). De forma similar al AMP, el
compuesto A-769662 tiene dos efectos: activacion de la AMPK mediante un
mecanismo alostérico y por inhibicién de la desfosforilacion del residuo de Thr172
(Goransson y cols., 2007; Scott y cols., 2004). Otro activador farmacolégico de la
AMPK, es el PT1 (Pang y cols., 2008), que parece aumentar la actividad de la
proteina AMPK al antagonizar su autoinhibicion mediada por el dominio

autoinhibidor de la subunidad a.
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Inhibidor de la proteina AMPK

El Unico inhibidor N
farmacolégico conocido de la - |
proteina AMPK es el =
compuesto C (6-[4-2-(piperidin- KN _

1-il-etoxi)-fenil]-3-piridin-4-il— ~ N‘N;
pirazolo [1,5-a] pirimidina). Es O

un potente, selectivo vy N %O

reversible inhibidor de la actividad quinasa de AMPK al competir con el ATP, y que
no tiene un efecto inhibidor en otras quinasas con estructura similar, entre las que
se incluyen: ZAPK, SYK, PKA y JAK3 (Zhou y cols., 2001). Se ha demostrado que el
compuesto C antagoniza los efectos del AICAR en células somaticas inhibiendo la
entrada del AICAR dentro de la célula (Fryer y cols., 2002a). Ademas, previene la
inactivacién enzimatica de la acetil-CoA carboxilasa (ACC) que producen el AICAR o
la metformina (King y cols., 2006). Finalmente es importante destacar que nuestro
grupo ha mostrado recientemente que el compuesto C es capaz de bloquear la
fosforilacion (actividad) de la AMPK en espermatozoides porcinos cuando es usado
a una concentracion de 30 uM (Hurtado de Llera y cols., 2012; Hurtado de Llera y

cols., 2013).
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Objetivos

Basdndonos en los antecedentes bibliograficos anteriormente expuestos nos

propusimos alcanzar los siguientes objetivos:

1. Estudiar la influencia de la raza del verraco en la capacidad de dos
diluyentes seminales, MR-A y XCell, de preservar a largo plazo la
motilidad y viabilidad espermaticas en dosis seminales de cerdo

conservadas a 179C.

2. Evaluar si la adicion de melatonina a dosis seminales de cerdo mejora

la calidad espermatica durante la conservacion a largo plazo a 17°C.

3. Evaluar sila adiciéon de resveratrol a dosis seminales de cerdo mejora

la calidad espermatica durante la conservacion a largo plazo a 17°C.

4, Estudiar la expresion y la funcion de la proteina AMPK en

espermatozoides de cerdo conservados durante 10 dias en dosis

seminales a 17°C.
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ANIMALES Y OBTENCION DE MUESTRAS

Todas las muestras seminales utilizadas en los disefos experimentales
procedieron de eyaculados de verracos pertenecientes a las razas Ibérico, Duroc,
Pietrain y German Large. Los sementales tenian una edad comprendida entre los 2 y
5 afios y estaban alojados en centros de produccién de dosis seminales para uso a
nivel comercial. Todos los verracos utilizados eran fértiles, como asi lo demuestran
los resultados de fertilidad y prolificidad de cerdas inseminadas con las dosis

seminales elaboradas a partir de sus eyaculados.

La recoleccidon del semen se realizd en la sala de extraccion mediante la
utilizacion de un potro fijo. El operario, tras limpiar y desinfectar la zona prepucial y
mediante estimulacion manual (método de la mano enguantada o “gloved hand
method”) procedid a la extraccion del eyaculado. Se desechd la porcidn
preespermatica y el resto del eyaculado fue recogido en un termo atemperado a
389C, provisto de una gasa estéril para evitar el paso de la fraccion gelatinosa
procedente de las glandulas de Cowper (tapioca) u otras particulas contaminantes.
Inmediatamente tras la recogida del eyaculado se realizé su andlisis macroscépico
(color, opacidad y olor) y se calculé el volumen por pesada. Seguidamente se evalud
la concentracion, motilidad y morfoanomalias. Sélo aquellos eyaculados con al
menos un 80% de espermatozoides con morfologia normal, un 70 % de
espermatozoides moétiles y un numero de espermatozoides totales superior a 1.000

x 10°fueron utilizados para la realizacién de los ensayos experimentales.
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COMPONENTES (g/L) XCELL® MR-A® VI-E_?)S@EM
Glucosa 37 desconocido + +
Citrato sddico 6 desconocido + desconocido
EDTA 1,25 desconocido + +
NaCOs 1,25 desconocido + +

KCl 0,75 desconocido + desconocido
BSA - + + desconocido
Cisteina - desconocido + desconocido
Acetato potasico - desconocido + desconocido
MOPS - desconocido + desconocido
mOsm/L 330 315 290 290

pH 7,2 7.1 6,9 7,8

Tabla 1: Componentes de los diluyentes seminales comerciales utilizados. En la mayoria de

los diluyentes no se especifica la composicidn por intereses comerciales
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Una vez recogidos los eyaculados se procedidé a la preparacidon de dosis
seminales por dilucién del eyaculado con el volumen apropiado de diluyente
comercial indicado en cada disefio experimental: BTS (Minitub Ibérica, Tarragona
Espafia), Vitasem LD® (Magapor, Zaragoza, Espana), XCell® (IMV Technologies,
L’Aigle, Francia) 6 MR-A® (Kubus, Madrid, Espafia) mantenido a la misma
temperatura que el eyaculado. Tras la dilucion se dejan equilibrar las dosis
seminales a la temperatura ambiente durante 2 horas. Una vez equilibrada la
temperatura las dosis seminales se conservan en un incubador a 172C hasta su

analisis.

Imagen: recoleccidon de eyaculado mediante la técnica de la “mano enguantada”
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EVALUACION DE LA MOTILIDAD ESPERMATICA MEDIANTE UN
SISTEMA COMPUTERIZADO DE ANALISIS SEMINAL (ISAS®)

Para la determinacion de la motilidad objetiva de los espermatozoides se
usé un sistema computerizado de analisis seminal (CASA, o Computer Assisted
Sperm Analysis). El sistema CASA se basa en la digitalizacién de las imagenes de los
espermatozoides a partir de un campo microscdpico, mediante la identificacion de
cabezas en base a su tamarfio, forma y luminosidad. Una vez identificadas, las
posiciones sucesivas de las mismas permiten el analisis de las trayectorias
generadas. Estos sistemas han demostrado tener una gran precision y repetibilidad

(Verstegen y cols., 2002).

El analisis de la motilidad se realiza en muestras seminales previamente
calentadas durante al menos 30 minutos a 38,52C y con una concentracién de 30-50
x 10° espermatozoides mL™. De cada muestra se cogen 2 pl y se depositan en el
borde de una camara de analisis de motilidad precalentada a 38,52C (Leja®,
Luzernestraat, Holanda). La motilidad se determind usando los sistemas ISAS®
(Proiser R+D, Paterna, Valencia, Espafa) o SpermVision® (Minitib, Tiefenbach,
Alemania). El analisis de la motilidad se basa en la captura de varios campos en cada
uno de los cuales se analizan 25 imagenes consecutivas digitalizadas, con una
velocidad de captura entre imagenes de 40 milisegundos. Para la captura de las
imagenes utilizamos una camara BASLER (sistema ISAS®) o AccuPixel TM6760CL
(sistema SpermVision®) con un objetivo de contraste de fase negativo 10X. Al
menos 300 espermatozoides son analizados en cada muestra seminal. El nimero de
particulas identificadas incorrectamente como espermatozoides se minimiza
ajustando el tamafio de particula, el nimero minimo de imdagenes por segundo para
analizar la trayectoria y los valores de conectividad. Tras la captura y andlisis, los
campos se reanalizan y eliminan los espermatozoides que presentaban trayectorias

absurdas y las particulas incorrectamente identificadas como espermatozoides.
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Se registraron los siguientes pardmetros o descriptores de la motilidad de los

espermatozoides:

PARAMETRO DEFINICION UNIDAD
VELOCIDAD RECTILINEA Distancia ret?orrlda por el esp,)e'rmatozmde
(VSL) entre el primer punto y el Gltimo de su um/s
trayectoria
VELOCIDAD CURVILINEA Distancia recorrida por e! espermatozo@e
(VCL) a lo largo de su trayectoria real en funcidn um/s
del tiempo
Distancia recorrida por el espermatozoide
VELOCIDAD MEDIA (VAP) alo largo de su trayectoria media en um/s
funcién del tiempo
iNDICE DE LINEALIDAD
INDIC (LIII\II\)‘ ALIDA Relacién porcentual entre la VSLy la VCL %
iNDICE DE RECTITUD (STR) Relacion porcentual entre la VSLy la VAP %
INDICE DE OSCILACION
., o
(WOB) Relacién porcentual entre la VAP y la VCL %
AMPLITUD MEDIA DEL Desplazamiento medio efectuado por la
DESPLAZAMIENTO cabeza del espermatozoide en su
LATERAL DE LA CABEZA trayectoria curvilinea de un lado a otro de Hm
(ALH) la trayectoria media o lineal
FRECUENCIADE BATIDo | (R 08 B I | e
DE LA COLA (BCF) .
tiempo
MOTILES PROGRESIVOS Porcentaje de espermatozoides méviles %
(MP) con un valor de STR>80% °
p Porcentaje de espermatozoides con 0
ESTATICOS VAP<10 pim/s %
ESPERMATOZOIDES o
RAPIDOS VAP > 80 um/s %
Porcentaje de espermatozoides méviles
que cumplen los siguientes parametros: 0
HIPERACTIVIDAD VCL =95 um/s, LIN £30%, ALH>3,5 umy %
WOB < 70%

Tabla 2: Parametros analizados por el sistema CASA
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ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo es una técnica que consiste en el andlisis rapido de
células individualizadas y orgdnulos subcelulares, suspendidos en un flujo laminar,
sobre los que incide un rayo laser. El analisis de la desviacion del haz de luz, de su
intensidad y de la fluorescencia que emiten los distintos fluorocromos con los que
podemos marcar las células nos da informacién sobre el estado funcional, presencia

o ausencia de determinados antigenos, pH, estado Redox, etc.

El citometro de flujo consta de 3 partes bien diferenciadas: un sistema de
inyeccion, un sistema dptico y un sistema digitalizado de andlisis de datos. Tras la
inyeccién, la muestra queda vehiculada en una solucién salina a alta presion,
produciéndose un flujo laminar que hace que los espermatozoides queden
alineados a su paso por el haz del laser. Al atravesar las células el haz de luz, éstas
interaccionan con el laser, causando la dispersion de la luz. Cuando la difraccién de
la luz tiene lugar en sentido frontal se puede evaluar el tamafio de las células
(parametro denominado Forward Scatter), mientras que con la medicion de la
reflexion de la luz de manera lateral se evalla la granularidad o complejidad de

éstas (parametro denominado Side Scatter).

Ademas, para obtener informacién adicional, los espermatozoides pueden
ser marcados con fluorocromos, que tienen la capacidad de absorber fotones
procedentes de las radiaciones luminosas del espectro visible o del ultravioleta. Esta
absorcion de fotones provoca la redistribucion de los electrones, que tienden a
volver a su estado normal, liberando energia a una longitud de onda diferente.
Proporcionan informacion sobre diferentes componentes del espermatozoide,
tanto a nivel subcelular como molecular. El uso de moléculas fluorescentes distintas
(con distintos espectros de emisién de fluorescencia) permite analizar la presencia

de varios marcadores de manera simultanea.

Cada fluorocromo tiene un espectro de emisidén distinto, y para poder

detectar esta emisién el citometro de flujo dispone de un sistema optico que
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consiste en una serie de filtros alineados que dejan pasar ciertas longitudes de
ondas y reflejan otras. Tras los filtros se disponen los espejos dicroicos que estan
inclinados 452 y reflejan la luz hacia los detectores que se comportan como
fotomultiplicadores. Los citdmetros de flujo suelen constar de 3 fotodetectores (FL):
el FL1 (detecta longitudes de onda entre 520 y 575 nm, color verde), el FL2 (detecta
longitudes de onda entre 575-620 nm, color naranja) y la FL3 (detecta longitudes de
onda >620 nm, color rojo). Cuando la luz alcanza los fotodetectores, se genera una
pequena sefial, con un voltaje de amplitud proporcional a la cantidad de luz que es
recibida por el fotodetector. Este voltaje serd amplificado y la senal finalmente serd
analizada por el sistema informdatico. Por lo tanto, de cada espermatozoide
obtendremos la informacién de su tamafio (FSC), complejidad (SFS) y de la

fluorescencia emitida (FL1, FL2 6 FL3).

Los analisis de citometria de flujo se realizaron excitando los fluorocromos
con un laser de argoén de longitud de onda de 488 nm. Un total de 10.000 eventos
(basados en el FSC y en el SFC analizados en modo lineal) fueron analizados por
cada muestra seminal, con una velocidad de paso de unos 500 eventos/segundo.

Los datos de fluorescencia fueron obtenidos en modo logaritmico.

Los parametros funcionales de los espermatozoides de cerdo que se
evaluaron mediante el citémetro de flujo Coulter EPIC XL (Beckman Coulter Ltd.)
fueron la viabilidad, el estado de desorganizacion de los fosfolipidos de membrana,
la integridad de la membrana acrosdmica y el estado del potencial de membrana
mitocondrial, usando para analizar los datos el programa informatico EXPOTM 32

ADC (Beckman Coulter, Inc.).

En el caso del analisis de las poblaciones de espermatozoides con alto o bajo
calcio intracelular, se usé el citotmetro de flujo DAKO Galaxy (DAKO, Hamburgo,
Alemania), analizandose posteriormente los resultados mediante el software

FloMax1 (version 2.4, Partec, Minster, Alemania).
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FLUOROFORO  EXCITACION(nm) EMISION(nm) CONCENTRACION ' TIEMPO(min)

SYBR-14 488 518 2uM 20
IP 536 617 5uM 5/20
M540 555 578 4uM 2
YOPRO-1 491 509 0,08 uM 5
JC-1 500/590 525/595 1uM 30
PNA-FICT 495 519 0,05 pg/ml 5
FLUO3-AM 506 526 2,5 pg/ml 3/60
HOECHST33342 361 486 0,75pg/ml 3/60

Tabla 3: sondas fluorescentes usadas en citometria de flujo

Evaluacidn de la viabilidad espermatica:

Para la evaluacién de la viabilidad espermatica se usé el Kit de Viabilidad
espermatica LIVE/DEAD (Molecular Probes®, USA). Este kit estd compuesto por dos

sondas:

-SYBR-14: es una sonda fluorescente con una longitud de onda de absorcién
de 488 nm y de emisién de 518 nm (FL1). El SYBR-14 penetra en el espermatozoide
uniéndose al ADN y emite en color verde cuando es excitado. Permite diferenciar

los espermatozoides de otras particulas presentes en la solucién.

- loduro de Propidio (IP): es una sonda fluorescente con una longitud de
onda de absorcién de 536 nm y de emisiéon de 617 nm (FL3). El IP penetra en la

célula cuando se ha producido una pérdida en la integridad (dafo) de la membrana
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citoplasmatica, uniéndose al ADN y emitiendo en color rojo cuando es excitado.
Estos espermatozoides tefidos con ioduro de propidio se consideran no viables o

muertos.

Para la evaluacién de la viabilidad espermatica 100 pl de cada muestra
seminal (30 x 10° células/mL), se diluyen con 400 pl de tampdn isotdnico (Coulter
Isoton Il Diluent, Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA), se anade 5 ul de SYBR-14 (2
UM, concentracién final) y 10 pl de ioduro de propidio (5 uM, concentracion final), y
se incuban 20 minutos a temperatura ambiente. Después de la incubacidn, las
células son analizadas por el citdmetro de flujo y el resultado se expresa como el

porcentaje de espermatozoides SYBR-14"/IP” (espermatozoides viables).

(F1)[A AND D] 302 NA SYBR 2009-08-20.LMD : FL3 LOG - ADC

(F1)[A] 302 NA SYBR 2003.0820.LMD : FL1 LOG/FL3 LOG - ADC

D
96.6%

S5L0G
P EXNE
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2
3
1]

102 10° 10° 10! 107 10°

FSLOG SYER 14 FL3LOG

Citogramas correspondientes a la evaluacion de la viabilidad espermatica (tincién con SYBR-14 e IP).
Citograma izquierdo, seleccién de la poblacidon en funcién de los valores de FS y SS. Citograma
central, analisis de la fluorescencia: eje X, FL1 espermatozoides marcados con SYBR-14; eje Y, FL3
espermatozoides marcados con IP. Citograma derecho, representacién de la fluorescencia de
aquellas particulas identificadas como espermatozoides, que se corresponde con la poblacién D del
citograma central y donde observamos un 91,1 % de espermatozoides vivos (SYBR-14")

Evaluacion de la integridad de la membrana acrosdmica:

En esta evaluacidon se utilizé una tincion fluorescente compuesta por dos

sondas (Waterhouse y cols., 2004):

-PNA-FITC (Sigma®, Saint Louis, Missouri, EE.UU.): es una aglutinina

procedente del cacahuete unida a una sonda fluorescente (lsocianato de
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Fluoresceina) que tiene una longitud de onda de absorcion de 495 nm y de emisién
de 519 nm (FL1). EI PNA se une a residuos de B-galactosa de la membrana
acrosdmica. Estas lectinas no son capaces de penetrar la membrana plasmatica, por

lo tanto sélo se fijan a espermatozoides con acrosoma reaccionado o daifado.
- loduro de Propidio (IP): componente B del kit de viabilidad espermatica.

El protocolo seguido para la evaluacién de la integridad acrosémica fue el
siguiente: 100 pl de cada muestra seminal (30 x 10° célula/mL) se incuban a
temperatura ambiente y en oscuridad durante 5 minutos con 5 pL de PNA-FITC
(0,05 pg/mL, concentracion final) y 5 pL de IP (6 puM, concentracién final).
Inmediatamente antes del andlisis se afiaden 400 pl de tampdn isotdnico a cada
muestra y se mezcla suavemente. Las muestra se analizan por citometria y el
resultado como el PNA*/IP

se expresa porcentaje de espermatozoides

(espermatozoides viables con la membrana acrosdmica dafiada o reaccionada).

(F1IA] 410 MLT AR2008-

08-20.LMD : FL3 LOG/FL1 LOG - ADC
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(F1)[A AND D] 410 MLT AR2003-08-20.LMD : FL1 LOG - ADC

B
92.3%

74

(F1)[A] 410 MLT AR2003-08-20.LMD : FL3 LOG - ADC

95.0%

95.0%

c
5.0%

PHA

Citogramas que representan la poblacién de espermatozoides con el acrosoma reaccionado (tincion
con PNA-FITC e IP). Citograma izquierdo, seleccion de la poblacion de interés (D): espermatozoides
vivos (IP") y acrosdmicamente reaccionados y/o dafiados (PNA-FITC'). Citograma central, analisis de
la fluorescencia de la poblacion D en el eje X, FL1, espermatozoides tefiidos con PNA-FITC, donde se
aprecia un 7,4% de espermatozoides acrosémicamente reaccionados y/o dafiados (PNA-FITC’)
Citograma derecho, analisis de la fluorescencia en el eje Y, FL3 espermatozoides marcados con IP, los
espermatozoides muertos suponen el 5% de toda la poblacion espermatica analizada

Evaluacion de la fluidez de la membrana plasmatica

La fluidez de la membrana plasmatica fue evaluada después de teiiir los

espermatozoides con merocianina 540 (M-540, Molecular probes® Eugene,
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Oregon, USA) y YoPro-1 (Molecular Probes®, Eugene, Oregon, USA) (Harrison y cols.,
1996).

-Merocianina: es un fluorocromo que indica el grado de ordenamiento de los
lipidos de membrana, ya que este compuesto se une preferentemente a

membranas con altos niveles de desestructuracion lipidica. Emite a 578nm (FL3).

-YoPro-1: es una sonda semipermeable con afinidad por el ADN. Al igual que

el IP, evalua la viabilidad espermatica (FL1).

100 ul de cada muestra seminal (30 x 10°células/mL) se diluyen con 400 pl
de tampon isotdnico, a los que se afiaden 2 plL de YoPro-1 (0,08 uM, concentracién
final). La mezcla se homogeniza y se incuba durante 15 minutos a 382C en
oscuridad. Antes del analisis, se afiaden 2 uL de M-540 a cada muestra (4 uM,
concentracion final) y se incuba durante 2 minutos a 382C, tras los cuales la muestra
se vuelve a homogeneizar antes de su analisis en el citometro de flujo. El resultado
del analisis se expresa como el porcentaje de espermatozoides viables con la

membrana plasmatica inestable (YoPro-1/M-540%).

(F1)[A] 302 MLT MD 2009-08-20.LMD : FL3 LOG/FL1 LOG - ADC
(F1)[A AND F] 302 MLT MD 2009-08-20.LMD : FL3 LOG - ADC

103

160

YOPRO

vl ol I““"]' Lol

Merocianina

Citogramas que representan la poblacion de espermatozoides con desorganizacion de lipidos de
membrana (tincién con M-540 y YoPro-1) Citograma izquierdo, seleccién de la poblacion de interés
(F): espermatozoides vivos (YoPro-1) y con desorganizacién de los fosfolipidos de la membrana
plasmatica (M-540"). Citograma derecho, analisis de la fluorescencia de la poblacién F, en el eje X,
FL3, espermatozoides tefiidos con M-540, donde se aprecia que el 8% de los espermatozoides vivos
que tienen una alta desorganizacién de fosfolipidos de membrana (M-540)
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Evaluacidn del estado del potencial de membrana mitocondrial

Para la evaluacién del potencial de membrana mitocondrial se utilizd el
catién  lipofilico JC-1  (5,5'.6,6'-tetrachloro-1,1’,3,3’tetraethylbenzimidazolyl-
carbocyanine iodide, Molecular Probes®, USA). Este fluorocromo emite en el
espectro del verde (525 nm, FL1) cuando el compuesto se encuentra en estado
monomeérico, indicando un potencial de membrana mitocondrial bajo. Cuando se
oxida, el compuesto forma agregados y emite en el espectro del naranja (595 nm,

FL3), indicando un potencial de membrana mitocondrial alto.

100 pl de cada muestra seminal (30 x 10° células/mL) se diluyen con 400 pl
de tampon isotdnico a los que se afiaden 3 plL de JC-1 (1 uM de concentracion final).
La mezcla es homogeneizada y se incuba durante 30 minutos a 382C. Tras la
incubacioén, la mezcla nuevamente es homogeneizada antes de su analisis en el
citometro de flujo. Los resultados se expresan como el porcentaje de

espermatozoides con alto y con bajo potencial de membrana mitocondrial.

(F1]J5] <90BTS JC-C RUZ-TOD 1S SINTR EP 2012-04- 16 007.LMD : FL1 LOGYF LA LOG - ADC

(F1)[A] 430BTS JC-CRUZ-TODIAS SINTREP 2012-04-16 007.LMD : FL2 LOG - ADC
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Citogramas que representan el potencial de membrana mitocondrial de la poblacion espermatica en
estudio (tincion con JC-1). Citograma izquierdo, representacion de la poblacion en estudio.
Citograma derecho, representacion de la fluorescencia tanto de alto como de bajo potencial de
membrana. Se observa un 72% de espermatozoides con alto potencial de membrana mitocondrial
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Evaluacion del contenido de calcio intracelular

Para evaluar el contenido de calcio intracelular en espermatozoides de
verraco se ha usado la sonda Fluo3/AM (Axxora®, Alemania), en combinacién con

ioduro de propidio y HOESCHT-33342.

-Fluo3/AM presenta un maximo de emision a 526 nm (FL1). Fluo3/AM no es
fluorescente en ausencia de Ca’* pero su fluorescencia se incrementa
sustancialmente cuando se une al calcio. Se utiliza en forma de acetometil éster
(AM) que es permeable en la membrana celular de los espermatozoides. Una vez en
el interior celular, Fluo3/AM necesita la accidn hidrolitica de las esterasas
enddgenas para liberar el resto AM vy asi la sonda Fluo-3 queda libre para poder

unirse al calcio intracelular.

-Hoescht-33342, fluorocromo que se excita con luz ultravioleta y tifie el
contenido nuclear (ADN) espermatico. Emite a 486 nm y se usa para diferenciar los

espermatozoides de las particulas de suciedad.
- loduro de Propidio (IP): componente B del kit de viabilidad espermatica.

El protocolo experimental se base en que a 2 ml de una dosis seminal
(20x106 espermatozoides/mL) se le afiaden 2 pl de una solucién stock de Fluo-3/AM
(ImM en DMSO) y se incuba durante 30 minutos en la oscuridad a temperatura
ambiente. Estos 2 ml de muestra previamente cargados con Fluo-3 se afiaden sobre
un gradiente de Percoll salino, que consiste en 4 mL de Percoll salino al 35% sobre 2
mL de Percoll salino al 70%. Las muestras se centrifugan durante 10 minutos a 300 g
y 15 minutos a 750 g. Después de la centrifugacién, el sobrenadante es aspirado y el
sedimento se resuspende en TyrControl sin BSA (Tabla 4). Los espermatozoides
cargados con Fluo-3 se mantienen en oscuridad a temperatura ambiente,
analizdndose en el citémetro de flujo en los 30 minutos siguientes. Para evaluar el
contenido de calcio intracelular en semen de verraco en condiciones capacitantes

una alicuota de 5 pl de espermatozoides cargados con Fluo-3 se diluye en 995 ul de
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TyrBicCa, TyrCa o TyrControl (Tabla 4) que contiene IP (2,5 pg/mL concentracion
final) y Hoescht-33342 (0,75 pg/mL).

CONCENTRACION

REACTIVOS Tyrsicca Tyrca Ty control
NacCl 96 mM 112 mM 111 mM
HEPES 20 mM 20 mM 20 mM
Glucosa 5mM 5mM 5mM
KCl 3,1mM 3,1mM 3,1mM
MgS0, 0,4 mM 0,4 mM 0,4 mM
KH,PO, 0,3mM 0,3mM 0,3mM
Piruvato sodico 1 mM 1 mMm 1 mM
Lactato sédico 21,7 mM 21,7mM 21,7 mM
NaHCO; 15mM - -
CaCl, 2mM 2mM -
Na,.EGTA - - 1 mM
BSA 3 mg/ml 3 mg/ml 3 mg/ml

Tabla 4: Composicion de los diferentes medios de incubacion para medir
calcio intracelular
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Los espermatozoides en un medio capacitante (TyrBicCa) se incuban a 382C
en una atmodsfera himeda con un 5% de CO, y los espermatozoides incubados en
los medios no capacitantes (TyrControl y TyrCa) se incuban a 382C en tubos
cerrados herméticamente en un incubador sin CO,. Las muestras se incuban
durante 3 y 60 minutos y se analizan en el citometro de flujo DAKO Galaxy. El
marcaje con ioduro de propidio diferencia los espermatozoides con la membrana
plasmatica alterada (IP*) de los que presentan la membrana plasmatica intacta (IP).
Las poblacion espermatica no tefiida con ioduro de propidio fue dividida en dos
subpoblaciones: i) células con baja intensidad de sefial con Fluo-3 (espermatozoides
vivos con bajo contenido en Ca®": Fluo-37/IP) v ii) células con gran intensidad de
sefial con Fluo-3 (espermatozoides vivos con alto contenido en Ca**: Fluo-3"/IP). Los
cambios en las subpoblaciones entre los 3 y los 60 minutos de incubacién en los
distintos medios (TyrBicCa, TyrCa o TyrControl) reflejan la capacidad de respuesta

de los espermatozoides a las condiciones capacitantes.

La respuesta fue calculada como los cambios que suceden durante ese
intervalo de tiempo en la subpoblaciéon de espermatozoides vivos con bajo

contenido de calcio (Fluo-37/IP") A = 60min-3min.
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WESTERN BLOTTING

El Western blotting es una técnica basada en la especificidad de la
interaccion antigeno-anticuerpo que permite la identificacién individual de
proteinas entre una mezcla proteica mas o menos compleja. En el presente trabajo
se ha utilizado esta técnica para identificar la proteina AMPK, asi como su estado de
activacion evaluado como su fosforilacién en el residuo de Thr 172 (PThr172-AMPK)
en lisados celulares de espermatozoides de verracos. El protocolo seguido se

describe a continuacion:

Obtencion de lisados de espermatozoides

Para la extraccién de las proteinas los espermatozoides (180 X 10°
espermatozoides totales), incubados bajo diferentes tratamientos y condiciones,
son centrifugados durante 20 segundos a 7.000 g y posteriormente lavados en
tampdn fosfato salino (PBS, Tabla 5) con NasVO4 (0,2mM ). Al precipitado asi
obtenido se le afiade tampon de lisis (Tabla 6), que contiene un inhibidor de
proteasas (Complete, EDTA-free, Roche®, solucion stock 1 pastilla/iml agua),
seguidamente se sonica durante 5 segundos a 42C, y se mantiene en agitacion
constante durante 20 minutos a 49C para facilitar la accion de los detergentes.
Posteriormente las muestras se centrifugan a 10.000 g (15 minutos a 429C), con la
finalidad de separar la fraccién celular insoluble (principalmente el citoesqueleto y
proteinas asociadas) de la fraccidn soluble, y se recoge el sobrenadante que
constituye el lisado de espermatozoides. En este ultimo se determina la
concentracién de proteinas mediante el método de Bradford (BIO RAD®PROTEIN
ASSAY). A los lisados se les afiade tampdn de carga 4X (Tabla7) y se conservan a -80

oC hasta el dia de su uso.

90



Material y Métodos

Electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis es una técnica eficaz para la separacién y andlisis de las
proteinas que se encuentran en muestras bioldgicas. Se basa en la capacidad de

migracion de las proteinas cargadas cuando se ven sometidas a un campo eléctrico.

Las proteinas espermaticas se separaron mediante una electroforesis en
condiciones desnaturalizantes del tipo SDS-PAGE. Para ello las proteinas fueron
tratadas con SDS antes de la electroforesis, con lo que conseguimos su
desnaturalizacién, ya que todas las proteinas en presencia de SDS presentan carga
neta negativa de manera que éstas migran exclusivamente en funcién de su peso

molecular (tamafio).

REACTIVOS CONCENTRACION
NacCl 137 mM
KCl 2,7mM
NaHPO, 5,62 mM
NaH,PO, 1,09mM
KH,PO,4 1,47 mM

Tabla 5: Composicion del tampdn fosfato salino (PBS). pH= 7,4
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REACTIVOS CONCENTRACION
Tris/HCI (pH 7,5) 50 mM
NacCl 150 mM
Triton X-100 1% v/v
Desoxicolato 1% w/v
EDTA 0,4 mM
EGTA 1mM
Nas;VO, 0,2 mM
PMSF 1,0 mM
rodores

Tabla 6: Composicion del tampdn de lisis. pH= 7,4
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La electroforesis de proteinas SDS-PAGE se realiza en un soporte que es un

gel discontinuo de poliacrilamida, constituido por dos geles diferentes:

-gel de carga o acumulador: se encuentra en la parte superior y contiene un
porcentaje del 4% de poliacrilamida y un pH 6,8 (Tabla 8). Este gel tiene bajo poder
separador, pero con él se consigue que todas las proteinas presentes en una

muestra se concentren en una banda.

-gel separador: se encuentra en la parte inferior, contiene un 10 % de
poliacrilamida (idoneo para las proteinas de estudio, AMPK y GSK3) y un pH 8,8
(Tabla 8). Este gel consigue separar las proteinas de una muestra en funcién de su

peso molecular.

Previo a su carga en el gel, los lisados a los que se ha anadido el tampdn de
carga se calientan a 952C durante 5 minutos. Tras el calentamiento se centrifugan a
7.200 g durante 30 segundos y el volumen determinado de sobrenadante que

contiene 20 g de proteinas se carga directamente en el gel de carga.

REACTIVOS CONCENTRACION

Tris/HCI (pH 6,8) 04M
DTT (ditiotreitol) 0,4 M
SDS 8% w/v
Glicerol 20% v/v
Azul de bromofenol 0,02% w/v
2-mercaptoetanol 10% v/v

Tabla 7: Composicion del tampdn de carga 4X
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REACTIVOS GEL DE CARGA 4% GEL SEPARADOR 10%
ACRILAMIDA 4% v/v 10% v/v
TRIS/HCI (Ph 8,8) 375 mM 375 mM
TEMED 0,1% v/v 0,05% v/v
APS 0,05% v/v 0,05% v/v
SDS 0,05% v/v 0,05% v/v

Tabla 8: Composicidn de los geles de poliacrilamida

La electroforesis se realiza en una cubeta XCell ™

MiniCell (Invitrogen®), en
presencia de un campo eléctrico con un voltaje constante de 90 mV y 145 mV en el
gel de carga y en el de separacién, respectivamente. Para ello usamos la fuente

PowerPac300, de Bio-Rad®.

REACTIVOS CONCENTRACION

Tris HCI (Ph 8,3) 2,5mM
Glicina 19,2 mM
SDS 0,01% w/v

Tabla 9: Composicidn del tampdn de electroforesis

Al menos en una de las calles del gel se corre un estandar de proteinas

tefiidas con peso molecular conocido, que posteriormente servird como patrén de
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referencia para conocer la movilidad electroforética de las proteinas objeto de
estudio (SeeBIue® Pre-Stained Standard vy SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard,

Invitrogen®).

Electrotransferencia

La electrotransferencia consiste en el traspaso de las proteinas desde el gel
de poliacrilamida a otro tipo de soporte, en este caso a membranas de nitrocelulosa
(tamafio de poro de 0,45 um), mediante la aplicacién de un campo eléctrico. Para
ello se coloca en un soporte denominado sdndwich y en este orden: (dnodo) papel
de filtro, el gel que contiene las proteinas, la membrana de nitrocelulosa y papel de
filtro (catodo). Como la electrotransferencia que se ha realizado en esta Tesis ha
sido en “humedo”, todos estos pasos se realizan siempre en condiciones de
humedad, con todos los componentes embebidos en tampdn de transferencia
(Tabla 10). El sdndwich se coloca en una cubeta de transferencia (Migthy Small
Transphor, de Hoefer) y se rellena con el tampdn. El gel queda orientado hacia el
anodo y la membrana hacia el catodo, ya que la migracién de las proteinas se
produce desde el anodo al catodo. La electrotransferencia se realiza sometiendo a
las proteinas a un campo eléctrico con un amperaje constante de 380 mA durante 3
horas, condiciones éptimas para las proteinas de estudio, determinadas por nuestro

grupo de investigacion.

REACTIVOS CONCENTRACION

TrisHCI (pH 8,3) 2,5mM
Glicina 19,2 mM
Metanol 20% v/v

Tabla 10: Composicion del tampdn de transferencia
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Bloqueo de las uniones inespecificas

Una vez transferidas las proteinas a las membranas de nitrocelulosa, y con el
objetivo de impedir las uniones inespecificas del anticuerpo a la superficie de la
membrana, se realiza el denominado blogueo. Este consiste en incubar Ia
membrana en un tampdén adecuado (Tablall) en agitaciéon constante y suave
durante 1 h a temperatura ambiente o bien toda la noche a 42C. En el tampdn de
bloqueo se incluye un detergente que mejora el bloqueo y reduce la unidn

inespecifica (Tween al 0,05% v/v).

REACTIVOS CONCENTRACION

TrisHCI (pH 8,0) 50 mM
CaCl, 2mM
NacCl 80 mM
Tween 20 0,05% v/v
Leche desnatada en polvo 5% w/v

Tabla 11: Composicion del tampdn de bloqueo

Inmunoblotting: incubacién con el anticuerpo primario

El siguiente paso consiste en la incubacién de la membrana con el
anticuerpo especifico que reconoce a la proteina en estudio, que variard
dependiendo del anticuerpo primario utilizado. Para ello, se incuba la membrana de
nitrocelulosa con el anticuerpo especifico primario en agitacién constante y diluido
en tampodn de bloqueo segun las condiciones especificadas en la Tabla 12. Después
de la incubacidn con el anticuerpo primario las membranas se lavan 2 veces durante

10 minutos en agitacién constante con el tampdn de bloqueo, consiguiendo asi
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eliminar el exceso de anticuerpo primario que no se ha unido a la membrana. Tras
el lavado se incuban las membranas durante 45 minutos a temperatura ambiente
con el anticuerpo secundario anti-conejo (Tabla 12) que reconoce de manera
especifica al anticuerpo de conejo utilizado como primario. El anticuerpo secundario
estd conjugado con la enzima peroxidasa de rabano (HRP). Tras la incubacién con el
anticuerpo secundario se lavan de nuevo dos veces las membranas durante 10 min
en tampon de blogueo y dos veces mas durante 10 min en tampdn de lavado (Tabla

13) a temperatura ambiente y en agitacion constante.

Anticuerpo Compaiiia Especie Diluciéon ’ Incubacién Temperatura

Anti AMPK-a Santa Cruz Conejo 1:1000 Toda la noche 40
Anti-PThr172-AMPK Cell Signaling Conejo 1:500 Toda la noche 4°C
GSK3p Cell Signaling Conejo 1:2000 2 horas T2 ambiente

Anti-conejo-IgG Life Technologies Cabra 1:15000/1:200 45 minutos/1 hora | T2 ambiente

Tabla 12: Informacidn sobre los distintos anticuerpos usados

Deteccion de la proteina por quimioluminiscencia

Para la deteccion de la proteina de estudio, la membrana se incuba durante
5 minutos con una solucién 1:1 que contiene un sustrato de la peroxidasa y luminol
(Supersignal West Pico Stable Peroxide Solution, ThermoScientific®, USA o
Supersignal West Femto Lumino/Enhancer Solution, ThermoScientific®, USA). La
liberaciéon de energia en forma de fotones del luminol en un estado excitado,
inducido por productos de la reaccion de la peroxidasa, provoca
quimioluminiscencia que es facilmente detectable al exponer la membrana a una
pelicula fotosensible (Amersham Hyperfilm™ ECL, FE GE Healthcare®). El tiempo de
exposicién de la pelicula depende de la quimioluminiscencia generada por cada

anticuerpo en unas condiciones experimentales. Una vez expuesta la pelicula se
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procede al revelado de la misma: la pelicula se incuba un minimo de 2 minutos en
agitacion suave en una solucién de revelado (Carestream® Kodak® autoradiography
GBX developer/replenisher, SIGMA), se lava en agua y finalmente se incuba durante
1 minuto en una solucién de fijacién (Carestream® Kodak® autoradiography GBX
fixer/replenisher, SIGMA). Posteriormente se procede al andlisis de la sefial o banda
obtenida mediante el escaneado de la pelicula y la cuantificacién de la banda

correspondiente con el programa FUJIFILM BAS V2.2 para MAC.

REACTIVOS CONCENTRACION
TrisHCI (pH 8,0) 50 mM
Cacl, 2mM
NacCl 80 mM
Tween 20 0,05% vv/v

Tabla 13: Composicion del tampdn de lavado
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INMUNOLOCALIZACION DE LA PROTEINA AMPK-ALFA EN
ESPERMATOZOIDES DE CERDO POR INMUNOFLUORESCENCIA

Para la inmunolocalizacién de la proteina AMPKa en espermatozoides de
verraco usamos la técnica de inmunofluorescencia. Para ello una alicuota de la
muestra (80 x 10° espermatozoides/ml) se fija previamente durante 4 minutos en
paraformaldehido al 4%; 40 ul de los espermatozoides fijados se depositan en un
portaobjetos tratado con poli-L-lisina (Electron Microscopy Sciences®, USA), se
dejan secar al aire y se lavan 3 veces en PBS (5 minutos por lavado). Los
espermatozoides se permeabilizan con 0,25% Triton X-100 (vol/vol), pH 7,4
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Tras la permeabilizacion, las
células se lavan 3 veces con PBS (5 minutos por lavado) y se procede a bloquear
las uniones inespecificas incubando las muestras en PBS con 0,1% (vol/vol) de
Tween-20 y 1% (peso/vol) de BSA durante 30 minutos a temperatura ambiente.
La incubacion con el anticuerpo primario, anti-AMPKa (1:100) diluido en la
solucién de bloqueo, se realiza durante toda la noche a 42C. Tras la incubacién
con el anticuerpo primario las muestras se lavan 3 veces con PBS (5 minutos por
lavado) y se incuban con el anticuerpo secundario anti-conejo-IgG ligado a una
sonda fluorescente Alexa Fluor 488 (Life Technologies Ltd., Grand Island, NY,
USA) (1:200) durante 60 minutos a temperatura ambiente. Como control
negativo, incubamos una muestra con el anticuerpo secundario omitiendo el
anticuerpo primario. Finalmente, las muestras se lavan con PBS y son incubadas
con 5ul (125 ng/mL) de una soluciéon comercial de 4.6-diamidino-2-fenilindol
hidroclorato (DAPI, Life Technologies Ltd®, Grand Island, NY, USA), sonda que
tine los nucleos y contiene una solucién de montaje protectora de la
fluorescencia. Cualquier exceso de liquido se elimina y la preparacién se monta
con un cubreobjetos, que es sellado con esmalte de ufias incoloro y almacenado
a 49C en oscuridad hasta el momento de su andlisis. Las imagenes de
fluorescencia emitida fueron obtenidas con un microscopio de fluorescencia

confocal (Fluoview FV1000; Olympus, Tokyo, Japan). Las imagenes fueron
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capturadas con el programa informatico Leica Application Suite Advanced
Fluorescence (LAS AF) (Leica Microsistemas S.L.U., Barcelona, Espafia).
Finalmente las imagenes obtenidas fueron procesadas mediante el programa

informatico Adobe Photoshop CS5 (Adobe Systems, Mountain View, CA).

Imagen de la inmunolocalizacion de la proteina AMPK-a en
espermatozoides de cerdo
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CUANTIFICACION DEL NIVEL CELULAR DE ATP

La determinacion del contenido celular de ATP se realizd6 en las dosis
seminales conservadas a 172C o con dosis seminales conservadas a 17°C vy
posteriormente incubadas durante 40 minutos a 38,52C y 5% CO,.. A 100 ul de cada
muestra se le afade 1 pl de un inhibidor de fosfatasas (Cocktail inhibidor de
proteasas2-Sigma®) y se incuba la mezcla 30 minutos a temperatura ambiente, tras
lo cual la muestra espermadtica es congelada y almacenada a -202C. El contenido de
ATP en los espermatozoides fue medido siguiendo el protocolo descrito por Long
and Guthrie (2006). Sobre las muestras almacenadas a -202C se afiaden 900 pL del
tampdn de ebullicién (Tabla 14) previamente calentado a 952C y las muestras se
mantienen a esta temperatura durante 10 minutos. Posteriormente son enfriadas
en hielo durante 10 minutos y centrifugadas a 5.000 g durante 30 minutos a 49C. El
contenido de ATP se determina con un kit comercial (ATP kit de bioluminiscencia FL-
AAM, Sigma®, Alemania) siguiendo la instrucciones del fabricante. A 25 pul del
sobrenadante se le afiaden 75 ul del tampdn del kit de cuantificacion que
desencadena la reaccién de luminiscencia pues contiene luciferasa. Rapidamente se
procede a la lectura de la bioluminiscencia en una placa de 96 pocillos (Greiner Bio
One 96 Well Cellstar®), utilizando el lector SpectraFluor Plus (Tecan Group Ltd®,
Maennedorf, Suiza). Ademds, se realiza una curva patron con el estandar
proporcionado por el Kit para poder cuantificar la sefial producida. La
bioluminiscencia producida es proporcional a la cantidad de ATP presente en las

muestras.

101



Material y Métodos

REACTIVOS CONCENTRACION

Tricine 50mM
MgS0O, 10mM
EDTA 2mM

Tabla 14: Composicion del tampdn de ebullicién. pH =7,8

I\/Ig+2

v

ATP + Luciferina <

Adenil-luciferina + PPi

Adenil-luciferina + O,

»  Oxiluciferina + AMP+ CO, + Luz

Esquema de la reaccion de bioluminiscencia
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Uno de los mayores avances en la Biotecnologia de la Reproduccidn porcina
ha sido la implantaciéon de la Inseminacion Artificial utilizando dosis seminales
comerciales conservadas a 17-20 2C como técnica de rutina en los centros de cria 'y
produccidn porcina de todo el mundo. Con esta tecnologia se ha conseguido por un
lado, aumentar el rendimiento reproductivo de una cerda al estar mds controlada
(celo, ovulacién, gestacion, parto, etc) y por otro, disminuir los costes de
mantenimiento de un elevado numero de machos, ya que con la IA necesitamos
menos machos por nimero de hembras a inseminar. Ademas, se ha conseguido una
rdpida diseminacion del material genético de alta calidad, obteniendo como
resultado una poblacién ganadera mds competitiva. Aunque esta tecnologia estd
muy instaurada en el sistema de produccion porcina mundial, la conservacion del
eyaculado diluido a 172C produce una merma en su capacidad fecundante, en parte
debida a la respuesta de los espermatozoides porcinos a la conservacién en
refrigeracion. A pesar del alto rendimiento encontrado en la utilizacion del semen
refrigerado, se ha observado una pérdida de la fertilidad de las dosis seminales a lo
largo del periodo de conservacion, acentuandose a partir del cuarto dia de
conservaciéon a 172C (revisado por Gadea 2003; Johnson y cols., 2000). Esta
ampliamente demostrado que durante la conservacion a 179C el espermatozoide de
cerdo sufre cambios funcionales que incluyen, entre otros, una disminucion de la
motilidad y la viabilidad, junto con alteraciones en la permeabilidad e integridad de
las membranas plasmatica y acrosomal (Conejo-Nava y cols., 2003; Waterhouse y
cols., 2004). Esta pérdida de la capacidad fecundante que se produce durante la
conservaciéon mediante refrigeracién podria estar relacionada con la composicion
lipidica de la membrana del espermatozoide de cerdo, que contiene una gran
cantidad de acidos grasos poliinsaturados (Awda y cols., 2009; Kadirvel y cols., 2009;
Kumaresan y cols., 2009). Es por ello que las investigaciones que buscan la mejora
de la conservacion de espermatozoides porcinos mediante refrigeraciéon y el
aumento la fertilidad de las dosis seminales, tienen un impacto importante en la

biotecnologia de la reproduccién porcina.
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El diluyente utilizado para la conservacion del semen porcino mediante
refrigeracion es uno de los principales factores que influyen en los espermatozoides
para mantener su capacidad fecundante durante un tiempo mds o menos
prolongado. Pese a que se han descrito diferencias entre razas en la calidad seminal
(Conlon y Kennedy, 1978; Kennedy y Wilkins, 1984) no se conoce realmente si la
capacidad de conservacion de un diluyente en particular varia en funcién de la raza
de verraco utilizada, o si hay diferencias entre diluyentes en la capacidad de
conservacién para una raza dada. Es por ello que nos planteamos el estudio de la
variabilidad intra y entre razas de los pardmetros de motilidad objetiva y de
viabilidad espermadtica en eyaculados de cerdo de dos razas ampliamente
distribuidas en nuestra region, Ibérica y Duroc, y en dos diluyentes comerciales de
uso habitual, MRA y X-Cell. La motilidad es uno de los parametros de la funcion
espermatica directamente relacionados con la calidad seminal y que se modifica
durante la refrigeracion a largo plazo, por lo que se utiliza como referencia en este
tipo de estudios. Ademas, diversos parametros de motilidad objetiva, medida
mediante el sistema CASA, han sido correlacionados con la fertilidad del macho,
como asi lo pone de manifiesto el reciente estudio de Broekhjuise y cols. (2012),
quienes propusieron el uso del sistema CASA como una herramienta de gran valor
para la seleccién de los eyaculados de cerdo de mejor calidad. La mayor parte de los
estudios que han evaluado el efecto del diluyente y del tiempo de conservacién en
la motilidad espermatica lo han hecho mediante el andlisis de la motilidad subjetiva,
frente a la evaluacién objetiva utilizada en este estudio. La integridad de la
membrana plasmatica es un requisito indispensable para un éptimo metabolismo y
funcionalidad espermatica, asi como para el mantenimiento de la viabilidad durante
el periodo de conservacién (Dubé y cols., 2004; Waberski y cols., 2011). Su medicidon
por citometria de flujo aporta ademas fiabilidad, objetividad y reproducibilidad a los

resultados obtenidos (Waterhouse y cols., 2004).

En nuestro estudio hemos observado que, para cada raza, la tolerancia de
los espermatozoides a la conservacién durante 7 dias, en términos de preservacion

de la motilidad espermatica, fue diferente en funcién del diluyente utilizado. Este
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efecto fue mas acusado en el caso de la raza lbérica, tanto por el nimero de
pardmetros de motilidad modificados como por la magnitud de las diferencias
observadas en estos pardmetros entre los diluyentes. Los resultados de variabilidad
de los dos diluyentes estudiados en la tolerancia a la conservacion para cada una de
las razas, indican un comportamiento de cada diluyentes diferencial en su
interaccion con el semen en cada una de las razas: 1) para cada uno de los
diluyentes evaluados se observaron diferencias significativas entre las razas Duroc e
Ibérica en los parametros de motilidad en los diferentes dias de conservacion; 2)
salvo para el porcentaje de espermatozoides motiles los dias 1 y 4 en MRA, los
valores de los pardmetros de motilidad fueron superiores en la raza Ibérica; 3) la
magnitud de las diferencias entre razas se modificd por el diluyente utilizado; asi,
salvo para el porcentaje de espermatozoides moviles, las diferencias fueron
superiores en el diluyente X-Cell. En definitiva, estos resultados apoyan la idea de
adaptar cada diluyente a cada raza en particular. Asi, y como resultados a destacar
de este estudio, en términos de mayor motilidad progresiva podriamos decir que el
diluyente mas indicado para la raza Ibérica seria el X-Cell y que la magnitud de las

diferencias entre razas pueden variar en funcién del diluyente utilizado.

Como se ha comentado con anterioridad, pese a que se han observado
diferencias entre razas en la calidad seminal, por lo general, la mayor parte de los
estudios en los que se comparan diluyentes utilizan varias razas, razas hibridas o
incluso no se hace referencia a la raza o razas en estudio (De Ambrogi y cols., 2006;
Estienne y cols., 2007; Kuster y Althouse, 1999). A raiz de nuestros resultados
podemos considerar que la raza es un factor de variacién mds a tener en cuenta en
la capacidad de diferentes diluyentes para preservar la motilidad durante la
conservacién. Por ello, y desde un punto de vista prdctico, los estudios cuyo
objetivo sea comparar las caracteristicas seminales de varias razas, han de tener en
cuenta que los resultados pueden estar modificados por el diluyente utilizado y que
éste, por tanto, debe ser especificado en el estudio. Este aspecto también debe ser
considerado cuando se evalia el efecto de diferentes tratamientos en las

caracteristicas de motilidad espermatica. Estos estudios deberian ser realizados en
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una raza y con un diluyente concreto. Esto resulta de interés cuando han de
compararse estudios de diferentes equipos de investigacion. De hecho, hemos
observado diferencias en los resultados obtenidos por diversos estudios en los que
se comparan los mismos diluyentes, pero no utilizan las mismas razas (De Ambrogi y
cols., 2006; Estienne y cols., 2007). Es necesario, por tanto, una estandarizacion de
las condiciones experimentales en las que se realizan este tipo de estudios. En
virtud de la variabilidad observada entre diluyentes para una raza concreta,
podemos recomendar también que los estudios que se planteen comparar la
eficacia de varios diluyentes durante la conservaciéon lo hagan en una raza en
concreto. Por ultimo, Lewis (2000) y Gadea (2003) indicaron que los diluyentes
deben incluso adaptarse a cada macho en particular. Asi, se ha observado que el
macho es otra fuente de variacién en la tolerancia de los espermatozoides de
verraco a la conservacion mediante refrigeracion (Waberski y cols., 1994;
Waterhouse y cols., 2004), resultado que también ha sido observado en nuestro
trabajo, especialmente en machos de la raza Ibérica. Todo parece indicar que esta
variacion entre individuos obedece a diferencias genéticas que se manifiestan en
distintas caracteristicas funcionales, tanto de la célula germinal como del plasma

seminal (Kommisrud y cols., 2002; Waterhouse vy cols., 2004).

La composicién de los distintos diluyentes, comerciales o no, incluyen
componentes bdsicos como son: una fuente de energia (generalmente glucosa), un
sistema tampdn que mantiene el pH de forma adecuada, una osmolaridad dentro
un rango fisioldgico y antibidticos. Ademads, presentan una serie de componentes
diferenciales entre diluyentes con el fin de incrementar durante el mayor tiempo
posible la capacidad fecundante de los espermatozoides porcinos, conservados
diluidos y por refrigeraciéon. Entre estos componentes presentes de forma habitual
en los diluyentes comerciales podemos citar la trehalosa, la cisteina, el acido citrico,

la BSA o el acetato potasico (Gadea, 2003).

Actualmente existen nuevas vias de investigacidn con el objetivo de mejorar

la fertilidad de las dosis seminales porcinas, como son:

108



Discusion

1) El disefio de diluyentes que encapsulan los espermatozoides (Vigo y cols.,
2009) y que les permite liberarse lentamente en el tracto reproductivo de la

hembra.

2) Se ha sugerido que la disminucion de la fertilidad que se observa durante
la conservacion de los espermatozoides por largos periodos podria ser debida a un
dano oxidativo provocado por una inapropiada formacién de especies reactivas de
oxigeno, que conlleva una peroxidacion lipidica de las membranas. De hecho, este
dafo oxidativo podria estar exacerbado debido a la baja capacidad antioxidante del
plasma seminal del verraco (Awda y cols., 2009; Cerolini y cols., 2000; Guthrie y
Welch, 2008). Es por este motivo por lo que surgié un enorme interés en el empleo
de sustancias antioxidantes en el semen de cerdo, como la superdéxido dismutasa, la
catalasa (Roca y cols., 2005), el a-tocoferol (Cerolini y cols., 2000) y la L-Glutamina

(Funahashiy Sano, 2005).

3) Otra linea de investigacidon consiste en la modificacion del estado
funcional del espermatozoide. En este sentido se han usado la cafeina (Yamaguchiy
cols., 2009) y la hormona oxitocina (Okazaki y cols., 2013) con éxito, al aumentar la

fertilidad de las dosis seminales.

4) Se ha demostrado que la movilidad de los espermatozoides de toros se ve
afectada por la viscosidad (Hirai y cols., 1997). Este aumento de la viscosidad se ha
probado en cerdo con la adicién de gelatinas al diluyente BTS, obteniendo un mayor
porcentaje de espermatozoides moviles y espermatozoides con movilidad
progresiva en la conservacion de dosis seminales tratadas con gelatinas frente al

diluyente control (Gil y cols., 2008).

5) Otra posible aproximacién es la modificacion de la temperatura de
conservacioén, con el objetivo de disminuir la contaminacién bacteriana (Johnson y

cols., 2000).

La adicion de melatonina o resveratrol a dosis seminales de verraco se

puede incluir en el estudio del efecto tanto de la modificacion de las vias
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intracelulares reguladoras de la funcidn del espermatozoide como de la proteccién
frente a un incremento de la presencia de ROS. El empleo de ambas sustancias ha
presentado efectos beneficiosos en el mantenimiento de la calidad de los
espermatozoides y en la conservacion del semen de varias especies: humano
(Branco y cols., 2010; Collodel y cols., 2011), ratas (Juan y cols., 2005; Ourique y
cols., 2013), carneros (Silva y cols., 2012) y caballos (da Silva y cols., 2011). Nuestro
objetivo ha sido comprobar si estos efectos beneficiosos podrian reproducirse en la
especie porcina mejorando la calidad de los espermatozoides conservados a largo

plazo a 179C.

Es preciso recordar que la melatonina es una molécula producida
mayoritariamente por la glandula pineal y cuya presencia se ha descrito en plasma
seminal humano (Luboshitzky y cols., 2002). Ademas, se ha demostrado la presencia
de receptores de esta molécula en espermatozoides humanos (van Vuuren y cols.,
1992), de carnero (Casao y cols., 2012) y de hamster (Fujinoki, 2008), pero no se
han encontrado evidencias de su presencia en espermatozoides de caballo (da Silva
y cols., 2011) ni de cerdo. Por otra parte, el resveratrol es un polifenol natural con
efectos pleiotrépicos, entre los que se incluyen un efecto anticancerigeno, antiedad,
antiinflamatorio, antioxidante, y propiedades cardioprotectoras y neuroprotectoras
(Fulda y cols., 2010; Pervaiz y Holme, 2009). Ambas sustancias presentan algunas
caracteristicas comunes que nos gustaria destacar: i) se ha demostrado que tanto la
melatonina (Peyrot y Ducrocq, 2008; Tan y cols., 2007) como el resveratrol
(Kasdallah-Grissa y cols., 2006) reducen los niveles de O, vy aniones nitritos
capturando radicales perodxilos y/o OH’, donando el electrén de hidrégeno a su
grupo hidroxilo. ii) Ademas, ambos ejercen su accién en las mitocondrias. Asi, la
melatonina se acumula en grandes concentraciones en la mitocondria donde
interacciona con enzimas del complejo | y IV (Acuna-Castroviejo y cols., 2001; Leon y
cols., 2004). Por otra parte, el resveratrol, regula la permeabilidad de los poros de
transicion mitocondrial (Zunino y Storms, 2006), aumenta la producciéon de
superéxidos mitocondriales (Low y cols.,, 2010), disminuye el potencial de

membrana mitocondrial (Sareen y cols., 2006; van Ginkel y cols., 2007) y rompe la
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cadena respiratoria mitocondrial (Zheng y Ramirez, 2000; Zini y cols., 1999).
Finalmente, es interesante destacar que ambas moléculas han sido usadas como
agentes terapéuticos en el tratamiento y control de procesos oncogénicos vy

tumorales (Aziz y cols., 2003b; Blask y cols., 2002; Lin y cols., 2012; Reiter, 2003).

En nuestro trabajo, la adicién de melatonina 1 uM produjo un incremento de
los parametros de velocidad espermatica sélo en el dia 1 de conservacién; por el
contrario, los menores valores se obtuvieron para muestras tratadas en el dia 7,
momento en el que también se observd el menor porcentaje de espermatozoides
matiles para muestras tratadas. Las mayores velocidades obtenidas el dia 1 podrian
indicar un efecto inmediato de la melatonina a través de su receptor especifico,
mientras que el efecto negativo a lo largo del tiempo de conservacidon podria ser
mediado por una deplecion de ROS. Este efecto negativo de la melatonina en la
motilidad espermatica ha sido observado también por otros investigadores (Gwayi y
Bernard, 2002; Irez y cols., 1992; Sliwa y Stochmal, 2001). Destacamos también los
menores indices de linealidad a lo largo de todo el tiempo de conservacion en las
muestras tratadas con melatonina. Al efecto negativo de la melatonina en la
motilidad hemos de afiadirle el efecto negativo en la viabilidad, especialmente en el
dia 7 de conservacion. Sin embargo, el porcentaje de espermatozoides vivos con
acrosoma dafiado fue inferior en dosis seminales tratadas con melatonina, lo que
supone un efecto beneficioso en la conservacién de estas dosis seminales. Este
efecto es importante destacarlo, ya que se ha descrito que durante la conservacién
de dosis seminales de verraco mediante refrigeracion aumenta el nimero de
espermatozoides prematuramente capacitados y reaccionados (Conejo-Nava y cols.,

2003; Huo y cols., 2002; Kumaresan y cols., 2009),

Asimismo nuestro estudio muestra un efecto dicotomico del resveratrol; asi,
a bajas concentraciones (10-33 uM) no se observaron efectos ni en la motilidad, ni
en la desorganizacion de los fosfolipidos de la membrana espermatica. Con las
concentraciones mads altas (66-100 uM) se produjo una disminucién de las

velocidades y del porcentaje de espermatozoides métiles, sin afectar a la linealidad,
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al contrario de lo observado con el tratamiento con melatonina, que produjo un
descenso de la linealidad. Tampoco se vio afectada la viabilidad espermatica, a
diferencia de lo observado con melatonina en nuestro trabajo. En la especie
humana, otros investigadores han indicado una mortalidad del 100% de los
espermatozoides al usar una concentracién de resveratrol de 100 uM (Collodel y

cols., 2011).

La melatonina es una molécula lipofilica que atraviesa facilmente las
membranas celulares, alcanzando los compartimentos subcelulares, como Ia
mitocondria. Se ha descrito que un posible efecto de la actividad de la melatonina
en la mitocondria podria ser un aumento en la produccidon de ATP (Martin y cols.,
2000). En nuestro estudio hemos de destacar que, pese al descenso en el
porcentaje de espermatozoides viables y de espermatozoides métiles a lo largo del
periodo de conservacion, no se observd paralelamente un descenso en el potencial
de membrana mitocondrial en dosis seminales tratadas con melatonina. Es posible
qgue el incremento en la velocidad observado en el dia 1 sea debido al incremento
en la produccién de ATP, pero el rdpido descenso en los valores de motilidad al dia
7 apunta hacia un mecanismo no dependiente de la mitocondria. En definitiva,
nuestros resultados no muestran un claro efecto de la melatonina en las
mitocondrias de los espermatozoides de cerdo, y pensamos que el efecto
observado en la motilidad puede obedecer al papel de la melatonina como
modulador de la reorganizaciéon del citoesqueleto, efecto que por otro lado es
dependiente de la dosis (Benitez-King, 2006; Benitez-King y Anton-Tay, 1993;
Huerto-Delgadillo y cols., 1994). Sin embargo la adicidn de resveratrol a dosis
seminales de cerdo produjo una disminucién del potencial de membrana
mitocondrial durante los 7 dias de conservacién con cualquier dosis usada, que esta
en consonancia con resultados obtenidos en células somaticas (Sareeny cols., 2006;
van Ginkel y cols., 2007). Considerando el efecto negativo del resveratrol en el
potencial de membrana mitocondrial nos planteamos si este polifenol natural
afecta a la concentracién de ATP de los espermatozoides de dosis seminales de

cerdo conservadas mediante refrigeracion. La cuantificacidn de la concentracién de
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ATP en espermatozoides de cerdo se ha realizado durante una estancia
investigadora en el laboratorio de la Doctora Waberski, en la Facultad de Medicina
Veterinaria de Hannover (Alemania). Nuestros resultados revelan que en las dosis
seminales tratadas con resveratrol disminuye el contenido celular de ATP de 3 a 20
veces en comparacién con la muestra sin tratar, en funcion de la dosis de
resveratrol usada (33 6 100 uM). La hidrélisis del ATP es necesaria para que las
dineinas que se encuentran en el axonema puedan desempefiar su funcion en la
motilidad (Tash, 1989). En nuestro estudio, la disminucién observada en el potencial
de membrana mitocondrial en los espermatozoides de dosis seminales porcinas
tratadas con resveratrol fue paralela a la disminucién en la concentracién de ATP.
Este efecto deletéreo del resveratrol en las mitocondrias espermaticas junto al de la
concentracion de ATP podria explicar el descenso de la motilidad en
espermatozoides tratados con resveratrol. En este sentido, se ha obtenido una
correlacién positiva entre el contenido de ATP espermatico y el porcentaje de
espermatozoides mdviles, asi como entre el contenido de ATP y las velocidades

espermaticas (VCL, VAP y VSL).

La bibliografia describe efectos positivos de la melatonina en
espermatozoides de cerdos incubados en presencia de H,0, (Jang y cols., 2010), un
efecto protector frente al mercurio en espermatozoides de ratas (Rao y
Gangadharan, 2008), una disminucién de las ROS en espermatozoides sometidos a
centrifugacion (Aitken y Clarkson, 1988) y un efecto activador de la motilidad de
espermatozoides humanos (Gulay y Aysekendircy, 1996). Por el contrario, diversos
estudios describen efectos negativos en la motilidad de espermatozoides de rata
cuando no son sometidos a condiciones estresantes (Gwayi y Bernard, 2002), y lo
mismo sucede en la motilidad de espermatozoides humanos que no son sometidos
a ningun estrés (lrez y cols.,, 1992). En espermatozoides de ciervo rojo
descongelados, la adicién de melatonina (0,1mM) no tuvo ningun efecto en la
motilidad en ausencia de un estrés oxidativo exégeno (Dominguez-Rebolledo y

cols., 2010).
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Con respecto al resveratrol, también se han descrito efectos positivos tras la
criopreservaciéon de espermatozoides humanos, al disminuir la peroxidacién lipidica
y el dafio en el ADN (Branco y cols., 2010; Garcez y cols., 2010). No obstante, se
produjo una merma en la motilidad, lo que coincide con los resultados de Collodel y
cols. (2011), también en espermatozoides humanos, y con los descritos en nuestro
estudio en espermatozoides de cerdo. Nuestros resultados estdn, ademas, en
consonancia con los obtenidos por Silva y cols. (2012) estudiando la conservacion
de espermatozoides de carnero, donde el resveratrol no tuvo ningun efecto en la
motilidad pero, sin embargo, produjo una reduccion del potencial de membrana
mitocondrial. El efecto negativo del resveratrol en el potencial de membrana
mitocondrial ha sido descrito en células somaticas; asi por ejemplo, se ha usado en
el tratamiento del carcinoma de vejiga al reducir el potencial de membrana

mitocondrial y los niveles de ATP (Lin y cols., 2012).

La susceptibilidad de los espermatozoides de cerdo al shock por frio se ha
relacionado con la composicion lipidica de la membrana plasmatica, la cual contiene
una gran cantidad de acidos grasos poliinsaturados (Awda y cols., 2009; Kadirvel y
cols., 2009; Kumaresan y cols., 2009), que los haria por tanto mas sensibles a la
peroxidacion lipidica. Se ha propuesto que la disminucion de la capacidad
fecundante de los espermatozoides tras la eyaculacién estd relacionada con la
presencia de ROS (Cordoba y cols., 2009). Por ello, hubiera sido légico esperar que,
tanto la melatonina como el resveratrol, definidas como moléculas captadoras de
ROS, tuvieran un efecto positivo en la conservacion mediante refrigeracion de las
dosis seminales de cerdo. Sin embargo, cuando se ha medido la peroxidacion
lipidica de dosis seminales de verraco conservadas mediante refrigeracion durante
5 dias se ha observado que esta peroxidacién lipidica era baja (Fuhrmann y cols.,
1991), al igual que el contenido en ROS en espermatozoides de cerdo (Guthrie y
Welch, 2006). Existen, por lo tanto, evidencias que sugieren que las ROS no son la
principal causa de la pérdida de calidad de los espermatozoides porcinos durante su
conservacién mediante refrigeracion. Gutrie y Welch (2012), en un articulo de gran

calidad, describen cédmo las técnicas para detectar la presencia de ROS son poco
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especificas, ya que estan basadas en técnicas quimioluminiscentes (Fridovich, 1997;
Fridovich, 2003). La peroxidacidn lipidica de membranas se ha determinado por la
formacion de malondialdéhido (MDA) (Fridovich, 1997), un producto derivado de la
oxidacién del acido araquidénico (Spiteller, 2006b). Ambos protocolos, tanto el
usado para medir ROS como el usado para detectar MDA, tienen la desventaja de
no distinguir entre células vivas y muertas, y por lo tanto no proporcionan una
adecuada estimacién de las células vivas que producen ROS o el porcentaje de
células vivas en las que se ha producido la peroxidacién lipidica. Ademas, estos
autores sugieren que la formacidn de ROS y la posterior peroxidacion lipidica
podrian ocurrir sélo en una pequena proporcién de espermatozoides o sdlo en
aquellas células no viables. Como alternativa a estos métodos se ha desarrollado un
procedimiento para identificar ROS en espermatozoides viables mediante la tincion
con hidroetidina (HE) y diacetato 2’,7’-diclorodihidroflueresceina (H,DCFDA), para
detectar anion superodxido y perdxidos de hidrogeno (Guthrie y Welch, 2006),
mediante citometria de flujo. Para la deteccién de la peroxidacion lipidica en células
viables se ha utilizado el fluorocromo BODIPY (Guthrie y Welch, 2007). Con el uso
de estas nuevas técnicas de citometria, comparando muestras seminales de cerdo
en presencia o ausencia de un sistema generador de ROS (Xantina/Xantina oxidasa),
se puso de manifiesto que tanto en semen fresco como en semen
congelado/descongelado el porcentaje de espermatozoides que producen ROS es
inferior al 4 % (Guthrie y Welch, 2006; Guthrie y Welch, 2012). Ademas, el
tratamiento con el sistema generador de ROS no afecté al potencial de membrana
mitocondrial. Por lo tanto, los espermatozoides de cerdo podrian ser Unicos en
relacion a los bajos niveles de formacién de ROS. En un experimento similar al
anterior, realizado para evaluar la peroxidacion lipidica en muestras seminales
porcinas tefiidas con BODIPY en ausencia o presencia de moléculas que inducen la
peroxidacidon lipidica (FeSOs/ascorbato sdédico), menos del 4% de los
espermatozoides frescos o congelados/descongelados presentaron fluorescencia
con BODIPY. Es por ello que estos autores concluyen que el semen de cerdo es

menos susceptible a la peroxidacién lipidica durante la conservacidn a bajas
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temperaturas en ausencia de “procedimientos estresantes” (xantina/xantina
oxidasa y FeSQa/ascorbato sédico) en comparacién con otras especies (Guthrie y

Welch, 2006; Guthrie y Welch, 2012).

Por otra parte, la baja susceptibilidad de los espermatozoides de cerdo a la
peroxidacion lipidica durante la conservacidon espermatica se ha asociado a uno de
los componentes del BTS, el EDTA. Este componente esta presente en el BTS a una
concentracion de 3,34 mM vy podria tener un efecto protector durante la
conservacion debido a que podria inhibir la peroxidacion lipidica catalizada por Fe?*,
como ha sido demostrado en espermatozoides de carnero a concentraciones de 0,3
UM (Jones y Mann, 1976) y de 0,28 uM en espermatozoides de cerdo (Comaschi y
cols., 1989).

Actualmente suscita gran interés el desarrollo de nuevos métodos que
permitan determinar, de forma mas veraz, la fertilidad de dosis seminales de cerdo
conservadas mediante refrigeracion a 172C. Este fue en parte uno de los motivos
por los que nos pusimos en contacto con el laboratorio de la Doctora Waberski, ya
gue una de sus lineas de investigacion es la optimizacién de un protocolo para
evaluar la capacidad de respuesta de la membrana plasmatica de los
espermatozoides conservados mediante refrigeracion a estimulos capacitantes. Este
protocolo se usa para evaluar el potencial fecundante de dosis seminales porcinas y
con él tratamos de evaluar el comportamiento de los espermatozoides en un medio
in vitro, simulando las condiciones fisiolégicas in vivo que encontraria el
espermatozoide en el tracto reproductivo de la hembra (Henning y cols., 2012;
Petrunkina y cols., 2005a). Este protocolo se sustenta en los resultados de varios
estudios que han demostrado que existe una subpoblacién espermatica que pierde
su capacidad de respuesta a estimulos capacitantes (bicarbonato) durante su
conservacién a bajas temperaturas (Green y Watson, 2001; Guthrie y Welch, 2005;

Harrison, 1996; Petrunkina y cols., 2005b).

El protocolo propuesto por el equipo de la Doctora Waberski se basa

fundamentalmente en el estudio de las poblaciones espermaticas que modifican su

116



Discusion

contenido en calcio intracelular (tefiidos con Fluo3-AM) tras la incubacién durante 1
hora en distintos medios: Capacitante (Na,COs; 15 mM y Ca** 2mM), Calcio (Ca**
2mM) y Control (sin Na,COs, ni Ca** 2mM). La capacidad de respuesta de los
espermatozoides al bicarbonato es calculada como el resultado de la diferencia
entre la poblacidén espermatica (porcentaje) que no se modifica (Fuo3-AM7/IP’) tras
una hora de incubacidn en el medio Capacitante (Tyrgicca), ¥ la poblacion de
espermatozoides que no se modifica tras una hora de incubacién en el medio Calcio
(Tyrca). Asi, al restar la respuesta en un medio que contiene bicarbonato y calcio
(Tyrgicca) a la respuesta de un medio que contiene solo calcio (Tyrc,) obtendremos el
resultado de la accion especifica del bicarbonato: RESPUESTA AL BICARBONATO=
Tyrgicca (A60-3)- Tyrc, (A60-3). Ademds, podemos calcular la respuesta especifica de los
espermatozoides incubados en un medio con calcio, como el resultado de la
diferencia entre la poblacion espermatica que no se modifica (Fuo3-AM7/IP") tras
una hora de incubacién en el medio Calcio (Tyre), y la poblacién de
espermatozoides que no se modifica tras una hora de incubacién en un medio
Control (Tyrcontrol). El resultado de esta diferencia es la RESPUESTA AL CALCIO= Tyrc,

(A60'3)' TerontroI (A60'3)-

Pensamos que en un futuro este protocolo puede ser utilizado como técnica
de referencia para la determinacién de la tolerancia de los espermatozoides a la
conservaciéon mediante refrigeracion, puesto que la determinacion de la motilidad
espermatica y la integridad de las membranas en un medio de conservacion in vitro
no nos aporta informacion precisa de como se comportaran estos espermatozoides
in vivo, en el oviducto de la hembra, una vez se haya realizada la inseminacién

artificial.

Como cabria esperar, nuestros resultados muestran que la conservacién de
dosis seminales porcinas sin resveratrol (BTS), disminuye la capacidad de respuesta
de los espermatozoides al bicarbonato con el transcurso de los dias de
conservacion, resultados acordes a los ya descritos por Henning y cols., (2012). Sin

embargo, la adicién de resveratrol a dosis seminales porcinas, no solo es incapaz de
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prevenir la pérdida de respuesta al bicarbonato con el transcurso del tiempo
(resveratrol 33 uM), sino que a dosis altas (resveratrol 100 uM) y en periodos largos
de conservacién, la capacidad de respuesta al bicarbonato disminuye 3 veces con
respecto a la capacidad de respuesta de las muestras control. Ademas, la adicion de
resveratrol 100 uM el dia 7 de conservacién, provoca un aumento de la respuesta
espermatica a la presencia de calcio extracelular 7 veces mayor a la encontrada en
las muestras control. Este aumento estd asociado a la inestabilidad de las
membranas y a una pérdida de la capacidad de los espermatozoides de mantener la

homeostasis del calcio (Henning y cols., 2012).

En resumen, teniendo en cuenta todos los datos obtenidos tras el estudio de
los parametros clasicos de calidad espermatica y el estudio de la capacidad de
respuesta de los espermatozoides al bicarbonato y calcio, nuestros resultados
desaconsejan el uso de la melatonina y del resveratrol como aditivos en dosis
seminales porcinas, ya que no se ha observado una mejora apreciable durante la

conservacién a 172C a largo plazo.

La mayoria de los estudios relacionados con el disefio de nuevos diluyentes
para la conservacion de dosis seminales mediante refrigeracién adolecen de estar
basados en modelos empiricos. Otra aproximacion seria el estudio de la fisiologia
celular y regulacién de la funcién de los espermatozoides de cerdo con el objetivo
de entender mejor las vias de sefializaciéon intracelular y la regulacion del
metabolismo en estas células germinales. Una mejor comprensiéon de las vias
intracelulares que regulan la funcién y el metabolismo de los espermatozoides
permitiria abordar el disefio de nuevos y mas eficaces diluyentes que minimicen la
pérdida de la capacidad fecundante de los espermatozoides que se produce
durante su conservacién a bajas temperaturas (15-17 2C), y por lo tanto poder

mejorar los indices reproductivos derivados del uso de la inseminacion artificial.

En este sentido, es importante destacar que nuestro grupo de investigacion
ha descrito recientemente en espermatozoides de cerdo la presencia de la proteina

quinasa activada por AMP: la AMPK (Hurtado de Llera y cols., 2012). Esta quinasa
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estd implicada en la regulacién de las rutas metabdlicas en células somaticas
(Corton et al.,, 1994) en respuesta a diferentes estimulos, entre ellos, estrés
metabdlico y energético donde la sintesis de ATP estda comprometida (hipoxia,
isquemia o baja disponibilidad de nutrientes), o cuando el consumo de ATP estd
aumentado (Long vy Zierath, 2006). Nuestro grupo ha demostrado que en
espermatozoides la AMPK regula diversos aspectos de su funcién, como la motilidad
(Hurtado de Llera y cols., 2012), asi como la integridad de las membranas
plasmatica y acrosomal, a la vez que contribuye al mantenimiento del potencial de

membrana mitocondrial (Hurtado de Lleray cols., 2013).

Fruto de nuestro trabajo de investigacidn sobre la implicacion de la proteina
AMPK en la conservacion de dosis seminales porcinas ha sido la descripcién de la
localizacién de la proteina AMPK en espermatozoides de cerdo conservados a 172C.
La AMPK se encuentra principalmente localizada en el acrosoma y en la pieza
intermedia del flagelo, dos zonas de vital importancia en el espermatozoide: la
primera es la zona de interaccién con el ovocito y la segunda es donde se
encuentran las mitocondrias, maquinaria mayoritariamente responsable del estado

energético de esta célula germinal.

Adicionalmente, hemos descrito por primera vez un aumento de la
activacion de la AMPK, medida como la fosforilacién en el residuo de treonina 172
(PThr172-AMPK) de su subunidad catalitica o, en funcién del tiempo de
conservacién de los espermatozoides porcinos a 179C, alcanzando un mdaximo de
actividad el dia 7 de conservacidon. Este incremento en la actividad de la AMPK,
teniendo en cuenta los resultados en células somaticas, podria estar relacionado
con la respuesta metabdlica del espermatozoide que tenderia a prevenir situaciones
de estrés por enfriamiento; de hecho, nuestros resultados muestran una
correlacién negativa entre el grado de fosforilacion de la proteina AMPK vy el

potencial de membrana mitocondrial en los espermatozoides (r=-0,542; p< 0,003).

Teniendo en cuenta estos resultados, nos propusimos estudiar el posible

papel que juega la AMPK durante la conservacién por refrigeracién de
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espermatozoides porcinos, para lo cual hemos usado un inhibidor de esta proteina:
el compuesto C. El resultado de la inhibicidon de la AMPK es una disminucién de la
calidad de las dosis seminales, en términos de una disminucion de la estabilidad de

la membrana y de una reduccidn de la motilidad espermatica.

Nuestros resultados muestran que la actividad de la AMPK es necesaria para
mantener la poblacién espermatica con alto potencial de membrana mitocondrial
durante la conservacidon. Ademas, la AMPK fosforilada en la Thr172 interviene en la
estabilidad de las membranas del espermatozoide. Esta estabilidad estd
determinada por un lado, por el mantenimiento de la organizacién lipidica de la
membrana plasmatica y por otro, por una correcta integridad de la membrana
acrosémica. Resultados similares, apuntando al papel de la AMPK en el
mantenimiento de la estabilidad de ambas membranas en el espermatozoide de
cerdo, se han demostrado en condiciones fisioldgicas a 38,52C (Hurtado de Llera y
cols., 2013), lo que apunta a una relevante implicacion fisiolégica de la AMPK en el

correcto mantenimiento de la organizacion de las membranas.

Ademads, de nuestros resultados también se desprende que la proteina
AMPK participa en la movilidad espermatica durante la refrigeracion. Asi, influye en
parametros como la velocidad, linealidad o el porcentaje de espermatozoides
motiles, datos que estan en consonancia a los descritos por Hurtado de Llera y cols.
(2012) en espermatozoides de cerdo pero incubados durante cortos periodos a

temperatura fisioldgica.

Hay por lo tanto datos claros de un papel de la proteina AMPK en el
mantenimiento de la calidad seminal durante la conservacion a 172C. Ademas, esta
Tesis muestra que la proteina AMPK podria ser una molécula diana para la mejora
de la calidad de dosis seminales porcinas conservadas mediante refrigeracion,

debido a varios resultados:
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1) Su especifica localizacion en compartimentos celulares relacionados
directamente con la regulacion de la movilidad y el mantenimiento de la integridad

de la membrana plasmatica y acrosémica.

2) El aumento de la actividad enzimatica de la AMPK a lo largo del tiempo de

conservacion de dosis seminales a 17°C.

3) La inhibicién de la AMPK produce una disminucién en la calidad de las
dosis seminales, evaluada a través de la motilidad y de la estabilidad de las

membranas plasmatica y acrosomal.

Por todo lo anteriormente mencionado, un objetivo a corto plazo es el
estudio de la activacion de la AMPK usando un activador especifico, Thienopiridona
(A769662), y poder asi evaluar los parametros estdndar de calidad seminal. Otro
objetivo interesante seria el estudio de la capacidad de respuesta de los
espermatozoides a condiciones capacitantes, utilizando para ello el novedoso

protocolo de respuesta al bicarbonato utilizado en esta Tesis Doctoral.

Antes de pasar a las conclusiones seria importante comentar que los
trabajos de la presente Tesis Doctoral nos han ayudado a un mejor entendimiento
del proceso de la conservacion y de la fisiologia del espermatozoide de cerdo. Asi,
hemos observado que i) existen diferencias intra y entre razas en la tolerancia de
los espermatozoides a la conservacién en los diferentes diluyentes, y que por tanto
debe ser tenido en cuenta en el estudio de nuevos diluyentes; ii) que sustancias con
propiedades protectoras en espermatozoides de otras especies no tienen por qué
tener el mismo comportamiento en esta célula germinal de cerdo; iii) también
hemos avanzado en el campo de la sefializacion intracelular durante la conservacion
del semen con la localizacion y funcidn de la proteina AMPK en espermatozoides.
Esta proteina tiene una gran importancia en el control metabdlico de células
eucariotas y pensamos que se ha abierto un novedoso campo de investigacién en
espermatologia, ya no sélo en la especie porcina, especie de referencia del presente

trabajo, sino en las células germinales masculinas de otras especies.
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Conclusiones

1)

2)

3)

4)

La tolerancia a la conservacion a 172C a largo plazo de dosis
seminales de cerdo, medida en términos de maodificacién de los
parametros de motilidad objetiva, esta influida por la raza y por el

diluyente.

Los resultados de esta Tesis desaconsejan la adicion de melatonina
o de resveratrol a los diluyentes utilizados en la obtencién de dosis
seminales de cerdo para su conservacion mediante refrigeracion a

17°C.

Los espermatozoides de cerdo expresan la proteina quinasa
activada por AMP, AMPK, en el acrosoma y en la pieza intermedia

del flagelo durante la conservacion mediante refrigeraciéon a 172C.

La proteina AMPK tiene un efecto positivo en el mantenimiento de

la funcion de los espermatozoides de cerdo en dosis seminales

conservadas mediante refrigeracion a 17 C.
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Conclusions

1)

2)

3)

4)

The tolerance to long term preservation at 172C of boar seminal
doses, evaluated by modifications in objective motility parameters,

is influenced by the male breed and the diluent.

Results from this Thesis do not advise the addition of melatonin or
resveratrol to diluent’s used for preservation of boar seminal doses

by refrigeration at 17 C.

Boar spermatozoa express the AMP-activated protein kinase AMPK,
which localizes at the acrosome and the middle piece of flagellum

during semen preservation at 17 2C.
AMPK protein has a positive role in the maintenance of boar

spermatozoa function from seminal doses preserved by

refrigeration at 17 °C.
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During boar semen liquid preservation, extender is one of the factors that influence storage
tolerance of spermatozoa. However, there are few studies about intra-breed variation in the
preservation of semen quality during storage in different extenders. Similarly, boar breed
is generally not considered a possible factor influencing variation in the semen storage tol-
erance in a particular extender. The aim of this study was to compare boar semen storage
potential, in terms of the ability to maintain sperm viability and motility, of two currently
used long-term extenders, MR-A and XCell. Extended semen from two breeds, Iberian and
Duroc that had been stored at 17 °C for up to 7 days was used. Intra- and inter-breed effect
was studied. On Days 1, 4 and 7 (Day 0 = day of semen collection), motility parameters and
the percentage of total motile sperm and progressively motile sperm using a CASA sys-
tem was evaluated. Viability (SYBR-14/PI) was evaluated by flow cytometry. Within each
breed and for each storage day, there were differences between extenders, although semen
tolerance to preservation was more influenced by the extender in the Iberian than in the
Duroc breed. Neither breed nor extender influenced the percentage of viable spermato-
zoa during the storage time. Moreover, differences in motility parameters were observed
between breeds, although the differences were greater when the XCell extender was used.
In conclusion, both extender and breed influence motility characteristics of liquid-stored
boar semen, so both aspects have to be considered in the design of comparative studies
about stored boar semen quality from different breeds or with different extenders. Further
studies are needed to corroborate these findings.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

During the storage of extended boar semen, a decrease
in the fertility potential is an inevitable result of the nat-
ural spermatozoa aging process. The evaluation of the
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ability of a particular extender to preserve sperm quality
during storage includes, among others, measurements of
changes in motility, viability, pH, DNA integrity, acrosome
intactness, mitochondrial activity, bacterial contamination
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and tyrosine phosphorylation (Boe-Hansen et al., 2005; De
Ambrogi et al., 2006; Dubé et al., 2004; Huo et al., 2002a,b;
Kommisrud et al., 2002; Vyt et al., 2004; Waterhouse
et al., 2004). Among the different indicators of sperm qual-
ity during storage, motility has been one of the most
evaluated, especially in Al centers. Motility analysis by
computer-assisted semen analysis (CASA) systems has
been shown to be accurate, precise and repeatable (Amann
and Katz, 2004). Additionally, the intactness of the sperm
plasma membrane is a prerequisite for suitable sperm
metabolism and function. It plays an important role in
maintaining sperm viability during storage, so viability is
another sperm indicator of sperm quality (Dubé et al., 2004;
Waberski et al., 2011). Currently, compared to traditional
microscopy methods, flow cytometry assessment of sperm
quality has greatly improved the accuracy, objectivity and
reproducibility of semen evaluation (Waterhouse et al.,
2004).

The storage tolerance of spermatozoa depends, among
other factors, on the extender, storage time, storage
temperature, semen quality and dilution concentration
(Haugan et al., 2007; Martin-Hidalgo et al., 2011; Paulenz
et al., 2000; Waterhouse et al., 2004). The nature of the
preservation solution is one of the factors that influence
the length of time that liquid porcine semen can be stored
while maintaining optimal fertility (Kuster and Althouse,
1999). Several studies have been conducted to analyze the
effect of extender type and storage time on in vitro semen
characteristics, but not many of them have compared
motility parameters measured by CASA system. These
studies are of interest because CASA motility parameters
have been correlated to fertilizing capacity of ejaculates
(Broekhuijse et al., 2012). The results of several studies
indicate that extender influences sperm quality parameters
during storage, including motility (De Ambrogi et al., 2006;
Dubé etal.,2004; Estienne et al., 2007; Kuster and Althouse,
1999; Vyt et al., 2004; Waterhouse et al., 2004). However,
not all male semen samples interact in the same way with
the extenders. Variation among boars in in vitro semen stor-
age tolerance has been reported (Kommisrud et al., 2002;
Paulenz et al., 2000; Waterhouse et al., 2004), and it has
therefore been proposed that the extenders also need to be
adapted to individual differences among animals (Gadea,
2003; Levis, 2000). In addition, most comparative studies
of extenders use several breeds or hybrid boars; in others
studies breed is not specified. But even though there are
breed differences in semen quality (Ciereszko et al., 2000;
Conlon and Kennedy, 1978; Kennedy and Wilkins, 1984;
Smital, 2009; Sonderman and Luebbe, 2008), in general,
comparative extender studies tend not to consider breed
as a possible source of variation in the ability of differ-
ent extenders to preserve sperm quality during storage, so
results from different studies might not be comparable or
mean values not be representative of the sample values
as a whole. Thus, the aim of this study was to compare
intra- and inter-breed variation in sperm motility (mea-
sured by CASA system) and viability (by flow cytometry) in
boar semen from Duroc and Iberian pigs, two breeds exten-
sively used in pork production systems in the southwest
of Spain. Semen was diluted in two long-term extenders,
MR-A and XCell, and stored for 7 days at 17 °C.

2. Materials and methods

2.1. Animals, sample collection and processing of
ejaculates

Ejaculates from nine Duroc (21 ejaculates) and six
Iberian (28 ejaculates) boars, 2-4y of age, were used in this
study. Natural breeding and artificial insemination using
preserved liquid semen from these boars demonstrated
their fertility. These boars came from a semi-intensive pig
production system located in western Spain. All boars were
kept in individual pens on the farm in an environment con-
trolled by a thermostatically controlled cooling system and
received the same diet. The trial was conducted between
April and June 2011.

Semen was collected in the morning, once per week,
using the “gloved hand”-technique and immediately
placed in a water bath at 38°C at the farm laboratory.
Samples from each ejaculate were evaluated for subjective
motility, morphology and concentration parameters (Sper-
macue, Minitiib Ibérica S. L., Spain) following established
protocols (Martin Rillo et al., 1996), and only ejaculates
with at least 70% motile spermatozoa, 80% morphologi-
cally normal spermatozoa and greater than 10 x 10° total
spermatozoa were used. Each ejaculate was split into two
aliquots, and dilutions were made within 15min after
semen collection using XCell (IMV Technologies, 61300
L’'Aigle, France) or MR-A (Kubus, Madrid, Spain) extenders
to a final concentration of 35 x 10° cells/mL. The two com-
mercially available extenders were prepared according to
the manufacturers’ instructions. The extended semen was
then dispensed into 80 mL plastic tubes (Import-Vet S.A,,
Centelles, Spain), and three bottles of each ejaculate diluted
in MR-A or XCell were placed in a semen storage unit at
20-22°C for approximately 90 min for transit to the Veteri-
nary Faculty laboratory. Once the semen reached 22-25°C,
doses were stored in a refrigerated incubator (FOC 225i,
VELP Scientifica, Usmate, Italy) at 17 °C for 7 days (Day of
collection=Day 0). On Days 1, 4 and 7, for each extender,
a sample was removed from one bottle and analyzed for
sperm motility (using a CASA system) and viability (by flow
cytometry).

2.2. Assessment of sperm motility

Immediately after gentle mixing, 1 mL of stored semen
was taken from each bottle and examined for a motil-
ity pattern using a CASA system (ISAS®, Proiser R+D,
Paterna, Valencia, Spain) following incubation at 38°C
for 30min in a water bath. A 2.5uL aliquot of the
sample was placed in a pre-warmed counting chamber
(Leja®, Luzernestraat, The Netherlands). Sperm motility
was assessed with a microscope equipped with a 10x
negative-phase contrast objective and a heated stage at
38°C. At least 300 spermatozoa were analyzed for each
sample. After acquiring representative fields, the follow-
ing sperm motility descriptors were recorded: total motile
spermatozoa (% TMS), progressively motile spermatozoa
(% PMS, STR>0.80, 80%), VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB,
ALH and BCF. Spermatozoa with an average path veloc-
ity (VAP)>10 wm/s were considered motile, spermatozoa
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deviating < 10% from a straight line were designated as lin-
early motile and spermatozoa with a radius <25 pm were
classified as circularly motile (Saravia et al., 2005).

2.3. Assessment of sperm viability

This parameter was evaluated using the LIVE/DEAD
Sperm Viability Kit (Leiden, The Netherlands) (Aparicio
et al,, 2007). Briefly, 5 WL of SYBR-14 (2 wmol/L) and 10 L
of propidium iodide (PI, 5 pmol/L) were added to 500 mL
of diluted semen sample in isotonic buffered diluent (Coul-
ter Isoton II Diluent, Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA)
and incubated for 20 min at room temperature. After incu-
bation, the cells were analyzed, and the results were
expressed as the percentage of SYBR-14-positive and PI-
negative spermatozoa.

Flow cytometry analyses were performed using a Coul-
ter EPIC XL flow cytometer (Beckman Coulter Ltd., 200 mV
argon ion laser, 488 nm, 10,000 gated events per sample).
Flow cytometric data were analyzed using a FACStation
computer and EXPO™ 32 ADC software (Beckman Coulter,
Inc.).

2.4. Statistical analysis

A power analysis was conducted to determine the
appropriate number of animals and samples. The mean and
standard error of the mean were calculated for descrip-
tive analysis, and the standard deviation and intra-class
correlation coefficient was calculated to show the vari-
ability among boars. The effects of the extender (MR-A
and XCell), storage time (1, 4 and 7d) and breed (Duroc
and Iberian) on sperm motility and viability were analyzed
statistically. The effect of storage time on the differences
between extenders was also studied. Q-Q plots were used
to check for departures from the normal distribution.
The sperm viability variable did not satisfy the normality
requirement for a parametric analysis of variance. There-
fore, non-parametric analyses were performed using a
Kruskall-Wallis test. When statistically significant differ-
ences were detected using this test, the non-parametric
Mann-Whitney U-test was used to compare pairs of values
directly.

The effects of the extender, breed and storage time on
the motility variables was assessed using a General Linear
Model. A mixed-effects model (with boars and ejaculates
within boars as random effects and extender, storage time
and breed as fixed effects) was applied to the experimental
design. Pairwise comparisons of the significant fixed effects
were performed using t-tests. When there was a significant
effect of storage time on differences between extenders, we
used Fisher’s Least Significant Difference test for compar-
ing storage days. When the results lacked normality and
the validity of statistical estimates were unclear, a non-
parametric bootstrap technique was used to confirm the
results.

All statistical analyses were performed using the SPSS
version 15 for Windows statistical package (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) and the library Bootstrap R (S6 Plus) Func-
tions R package version 1.2-42 from the statistical package

Table 1

Effects of breed and extender on seminal characteristics on specific days after collection.

VS (%)

STR WOB ALH (pum) BCF (p.m) TMS (%) PMS (%)

LIN

Extender-breed  VCL (nm/s) VSL (wm/s) VAP (pm/s)

Storage
day

4341 +2.74%1 51.04 +£3.1031 0.75 + 0.0231 0.84 + 0.01>1 0.88 + 0.02*1 1.66 + 0.14>1 7.86 + 0.18%1 89.14 + 3.1081 65.11 + 2.88%1 94.71 + 2.4321

57.93 + 3.7621

MRA-D

88.41 +2.07¢1 63.72 +£2.303! 93.98 + 2.433!1

231 +£0.1432 747 +£0.16%2 80.88 £ 2.68%2 53.68 + 2.50%2 95.35 & 1.882!
7.83 + 0.1721

1.95 + 0.14P1

50.90 + 2.46>1 5973 £ 2.7821 0.73 £ 0.023! 0.83 +£0.01>! 0.87 + 0.013!

73.39 £3.7532 51.00 + 2.65%2 61.19 £2.9932 073 + 0.01>2 0.80 = 0.0132 0.90 + 0.023!

68.49 + 3.65P1

MRA-Ib
XCell-D

Day 1

93.77 + 1.1921

66.08 + 2.47P1

244 +0.1432 730 + 0.1232 89.34 + 2.31b1

0.87 + 0.0231

0.84 + 0.01b1

86.56 + 3.75P2 64.29 + 2.65P2 7521 +2.99>2 0.74 + 0.01>1

XCell-Ib

47.99 £ 2.7431 6430 +£3.103! 059 £ 0.013! 0.73 £0.013! 079 +£ 0.023! 2.77 £0.143! 739 +£0.18%1 9328 +3.108! 4833 +2.8831 9352 &+ 321!

81.90 + 3.76%1

MRA-D

94.07 + 1.8521
93.05 + 3.35%1

54.89 + 2.6582 69.93 + 29921 0.64 +0.0222 0.77 £ 0.01>2 0.81 £ 0.023! 2.85 £ 0.14%! 7.26 £ 0.163! 87.11 £ 2.6832 52.55 4 2.50%!
71.23 +£2.78»1 057 £ 0.023! 0.72 £ 0.013! 0.76 + 0.01>1 327 £0.14>1 7.04 £ 0.172>1 92.46 +2.0731 4631 + 2.30%!

53.36 + 2.46P1

86.93 + 3.75%1
93.92 + 3.65P1

MRA-Ib
XCell-D

Day 4

58.66 + 2.47P2 93.63 + 1.2231

91.57 £ 2.3131

7.15 + 0.1231

64.79 + 2.652 7977 £2.99"2 064 + 0.01*%2 0.79 + 0.01>2 0.80 + 0.0232 3.28 + 0.14P!

99.81 + 3.75P1

XCell-Ib

4428 +£2.743%1 5962 £3.1041 058 £0.012! 0.72 £0.0121 078 £ 0.023! 2.64 +0.143! 7.01 £0.1721 7957 £ 3.1031 40.11 + 2.8821 86.89 & 2.622!

76.40 + 3.7631

MRA-D

93.22 + 1.7832
89.63 + 2.55a1

43.79 + 25081
44.80 + 2.30P1
86.87 + 2.35P2 5755 £ 2.52P2 9453 + 1.1932

74.98 + 2.68%1
83.33 + 2.073!1

7.04 + 0.17P1

0.60 + 0.0231 0.76 + 0.0132 0.77 + 0.02&1 3.10 + 0.1432 6.94 + 0.16%1
0.58 £ 0.02&! 0.74 + 0.01>! 0.76 £ 0.013! 3.07 + 0.14P1

66.78 + 2.78P1

88.99 + 3.7532 5434 + 2.65%2 68.46 + 2.993:2
51.54 + 2.46D.1

87.60 + 3.65P1

MRA-Ib
XCell-D

Day 7

3.73 £ 0.14P2 722 + 0.12P1

106.98 + 3.82P2 67.21 + 2.70P2 8125 + 3.04P2 0.62 + 0.01>2 0.80 + 0.01P2 0.76 + 0.0231

XCell-Ib

Values are mean =+ standard error of the mean. D: Duroc breed; Ib: Iberian breed; TMS indicates percentage of total motile sperm; PMS, percentage of progressively motile sperm; VS, percentage of viable
spermatozoa with an intact plasma membrane (SYBR-14 +/ PI —) 2PFor each breed and day, comparisons are made between extenders. Values with different superscripts are different (P<0.05); 2For each

extender and day, comparisons are made between breeds. Values with different superscripts are different (P<0.05).
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Table 2
For each parameter, variability observed among boars.
A B C D

VCL (wm/s) 0.00 (0.0%) 7.53 (20.2%) 6.90 (16.2%) 7.53(20.2%)
VSL (m/s) 4.43 (27.1%) 4,56 (16.1%) 442 (12.3%) 4,56 (16.0%)
VAP (um/s) 3.93(16.4%) 5.02 (15.2%) 3.89(7.5%) 5.02 (15.2%)
LIN 0.02 (13.0%) 0.04 (20.6%) 0.04 (22.1%) 0.03 (20.6%)
STR 0.02 (18.3%) 0.03 (23.8%) 0.04 (32.7%) 0.03 (23.8%)
WOB 0.00 (1.6%) 0.02 (21.9%) 0.00 (0.0%) 0.02 (21.9%)
ALH (pm) 0.00 (0.0%) 0.32(23.3%) 0.31 (24.9%) 0.31(23.3%)
BCF (um) 0.00 (0.0%) 0.00 (0.0%) 0.30 (12.7%) 0.00 (0.0%)
TMS (%) 2.72 (8.2%) 2.56 (13.9%) 0.00 (0.0%) 2.56 (13.9%)
PMS (%) 3.54(11.8%) 5.47 (25.7%) 5.71 (18.2%) 5.47 (25.7%)
VS (%) 0.00 (0.0%) 0.00 (0.0%) 0.00 (0.0%) 0.00 (0.0%)

Values are standard deviation and intraclass correlation coefficient (in brackets). A: for Duroc breed, results of comparative study of extenders; B: for Iberian
breed, results of comparative study of extenders; C: for MRA extender, results of comparative study of breeds; D: for XCell extender, results of comparative
study of breeds; TMS indicates percentage of total motile sperm; PMS, percentage of progressively motile sperm; VS, percentage of viable spermatozoa

with an intact plasma membrane (SYBR-14 +/PI —).

R 2.6.11(R Development Core Team, 2010). Statistical sig-
nificance was considered at P<0.05.

3. Results

Table 1 shows intra- and inter-breed comparative
results. Table 2 shows among boar variability results.

In Duroc boars, the study of the extender by storage
day interaction revealed that, for each day of storage, there
were significant differences between extenders for the VCL,
VSL, VAP and ALH parameters, and the largest values were
observed for XCell. Moreover, differences between extend-
ers observed for those parameters were independent of the
day of storage (data not shown). No significant differences
between extenders were observed for LIN and STR. For the
viable, TMS and PMS percentages, a difference was only
observed for the latter parameter on Day 7 (P=0.03), with
the greatest value observed for XCell.

According to the effects of the extender on seminal char-
acteristics on specific days after collection for the Iberian
breed only WOB and the live sperm percentage showed
no differences between extenders throughout the storage
period. These differences were observed on all days (for
the VCL, VSL and VAP parameters) or specific days of stor-
age (for the LIN, STR, BCF and ALH parameters), with the
greatest value observed for XCell. The PMS percentage also
varied over the entire storage period; in this case and for
the ALH parameter, the differences were dependent on the
day of storage (P=0.04 and P=0.01, respectively, data not
shown). The PMS and the TMS percentages were greater in
the XCell extender.

In both breeds, the VCL, VSL, VAP and ALH parameters
differed the most between extenders, but it was observed
that, except for ALH, these differences were greatest in the
Iberian breed. Furthermore, the TMS and PMS percentage
differences between extenders were minor in the Duroc
breed, atleast on Days 1 and 4, but were of major difference
in the Iberian breed, especially on Days 1 and 7.

The fact that the degree of the differences between
extenders varied by breed could mean that the seminal
characteristics in MRA, XCell or both extenders were differ-
ent in one or both breeds. Therefore, whether these charac-
teristics were different between breeds was evaluated for

each extender (Table 1). In MRA, all but the WOB parame-
ter were significantly different between breeds on all days
(VSL, STR) or on specific days of storage. VCL, VSL, VAP and
ALH were greater in the Iberian breed for all days of storage.
In contrast, the TMS percentage, which was significantly
different on Days 1 and 4, was greatest in the Duroc breed.
The viable sperm percentage was only different on Day 7,
with the greatest value observed for the Iberian breed.

In the XCell extender, all CASA parameters and indexes
were significantly different between breeds on all days
(VAP, VSL) or on specific days of storage, with the great-
est values observed in the Iberian breed. The viable sperm
percentage was only different on Day 7, with the greatest
value again observed for the Iberian breed.

The differences between breeds were also influenced by
the extender; for example, these differences were greater
in XCell, particularly for VCL, VSL, VAP and PMS percentages
(except for Day 1 for the PMS percentage). When MR-A was
used, however, major differences between breeds were
observed in the TMS percentage, which were not observed
when the XCell extender was used.

4. Discussion

Most of the published studies comparing extenders
used several breeds, hybrid boars or breed was not speci-
fied. Between-breed differences in semen quality and boar
fertility have been demonstrated previously (Ciereszko
et al., 2000; Conlon and Kennedy, 1978; Kennedy and
Wilkins, 1984; Smital, 2009; Sonderman and Luebbe,
2008). In the study by Sonderman and Luebbe (2008) boar
breeds also differed in the sustainability of motility in
extended semen stored for 5 days. However, it is not well
known whether there is variation among breeds concern-
ing the preservation of semen quality during storage in a
particular extender or whether there are differences among
extenders within a particular breed. In the present study,
differences were found between extenders for each breed.
However, certain breed particularities were observed. In
this regard, sperm motility characteristics during storage
were more greatly influenced by the extender in the Iberian
than in Duroc breed; not only was the number of param-
eters showing differences between extenders greater in
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Iberian pigs, but the quantitative differences between
extenders were also greater in this breed. For example,
when using XCell, a larger increase in the TMS and PMS
percentages on Day 7 (12 and 13.8 units, respectively) was
observed in the Iberian breed compared to the increase
observed in the Duroc breed only in the PMS percentage
(only 4.7 units for PMS percentage; TMS was not signif-
icantly different between extenders in the Duroc breed).
Thus, the XCell extender appears to be a more desirable
choice for preserving seminal quality after long-term stor-
age. Overall, the results of the present study support the
idea of adapting the extender to each particular breed.

The only parameter that did not differ between extend-
ers in both breeds was viable sperm percentage. In an
analysis of data from a large number of boars from different
Al studs, Waberski et al. (2011) did not detect significant
changes in membrane integrity as assessed by flow cytom-
etry between 1 and 3 days of storage. In the present study,
significant changes were not detected even at Day 7 of
storage. It is possible that differences in viability became
evident only after a longer storage time.

Itis a fact that there is variation among boars in terms of
the preservation of semen quality during storage (Waberski
et al., 1994; Waterhouse et al., 2004). It has been spec-
ulated that this variation arises from individual genetic
variations that lead to distinct differences in sperm char-
acteristics and seminal plasma (Kommisrud et al., 2002;
Waterhouse et al.,, 2004). This variation has also been
observed in the present study, and, except for the VSL and
VAP parameters, it was greater in Iberian than Duroc pigs,
reflecting a greater influence of the extender in the Iberian
breed.

Observation of within-breed differences between
extenders in the present study suggested that there could
be, for each extender, differences between breeds, as was
observed in other studies (Boe-Hansen et al., 2005; Haugan
etal., 2005). Perhaps a genetic component might be respon-
sible for the breed differences in sperm characteristics
(Hoflack et al., 2007). In the present study, within each
extender and according to the storage day, differences were
observed between breeds for each parameter. What both
extenders had in common was that, except for the TMS per-
centage on Days 1 and 4 in MR-A, the values were greater
in the Iberian breed. In addition, certain extender partic-
ularities were observed in the sense that the quantitative
differences between breeds were greater in XCell, except
for the TMS percentage. In short, the magnitude of the dif-
ferences between breeds was also influenced by extender.
As described in the Materials and methods section, ejac-
ulate dilutions were made within 15min after semen
collection, so it cannot be excluded that there was an effect
of breed per se in motility differences between breeds.
However, the more interesting results in the present study
about this aspect is that, depending on the extender used,
extent of differences between breeds can differ.

Because motility assessed by CASA systems is increas-
ingly used to evaluate seminal quality during storage,
several practical implications can be deduced from results
of the present study. First, studies that aim to compare
several seminal extenders should analyze one particular
breed because in the present study it was shown that

the extender behavior in each breed is different. Similarly,
studies aiming to compare seminal characteristics between
breeds must consider that these differences can be influ-
enced by the extender, and extender should be specified.
Likewise, studies that compare the effect of different treat-
ments on seminal characteristics should be assessed in a
particular breed, and the breed and extender used in the
present study should be specified so that different stud-
ies can be compared. These results can explain to some
extent how studies comparing the same extenders obtain
different results, even though experimental conditions are
similar. In this sense, Waberski et al. (2011) pointed out
the need for a standardization of experimental conditions
when storage effects in diluted boar semen are assessed.

Computer-assisted semen analysis (CASA) system
objectively evaluates multiple kinetic parameters that
some investigators have correlated with individual male
fertility (Broekhuijse et al., 2012; Farrell et al., 1998; Hirano
etal.,2001; Holtetal., 1997; Tardif et al., 1999). Broekhjuise
et al. (2012) in a recent study involving a data set of
45,000 records found a significant relationship between
CASA parameters and farrowing rate and total number of
piglets born, proposing CASA system as a valuable tool for
selecting boar ejaculates. Because semen extender influ-
ences sperm motility, the kind of studies involving large
data sets from several farms focused on the correlation
between CASA motility parameters and fertility, should
include the extender as a semen-related source of variation,
if different farms are using different extenders.

In summary, male Duroc and Iberian boar semen sam-
ples that were stored for 7 days at 17 °C differ in terms of
storage tolerance when diluted with either MR-A or XCell
extenders, as indicated by modifications in sperm motil-
ity. In addition, this tolerance also differs according to the
extender used for a given breed.
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Abstract

Melatonin (MLT) is an efficient antioxidant that protects cells and tissues and initiates a host of receptor-mediated effects. In
order to enhance the life span of refrigerated boar semen, our aim was to evaluate the effects of addition of 1 uM MLT to
commercially produced pig semen (33 seminal doses from 14 boars) that had been preserved at 17 °C for 7 days. Samples without
MLT served as controls. On Days 1, 4 and 7, we evaluated motility parameters and the percentage of total motile and progressively
motile spermatozoa by a computer-aided sperm analysis system. Viability (SYBR-14/PI), acrosomal status (FITC-PNA/PI),
membrane fluidity (M-540/YoPro-1) and mitochondrial membrane potential status (JC-1) were evaluated by flow cytometry. MLT
treatment significantly enhanced the percentage of static spermatozoa after 7 days of storage and significantly reduced the
percentage of progressively motile spermatozoa on Day 7. The velocity characteristics (VCL, VSL and VAP) were significantly
higher for MLT-treated samples on Day 1 and were their lowest on Day 7. With regard to flow cytometry results, the percentage
of viable spermatozoa with an intact acrosome was higher in MLT samples throughout the entire storage period. In addition, there
was a significantly higher proportion of live spermatozoa on Day 7 in the samples that had not been treated with MLT. The
proportion of spermatozoa showing a high mitochondrial membrane potential remained at similar levels (P > 0.05) throughout
the trial. Although the findings of the present study revealed that 1 uM MLT increased the proportion of live sperm with an intact
acrosome, this treatment did not enhance the spermatic quality of refrigerated boar semen.
© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction their metabolic activity needs to be reduced by dilution
into an appropriate medium and by lowering the tem-
perature. Several commercial boar semen extenders,
which have been proposed for long-term use (i.e., for
use during 5 days of storage), are currently available
[2]. However, the fertility outcome of liquid semen is
gradually lost during extended storage periods and is
significantly affected when the number of fertile sperm
mon ding author. Tel: +34-927257100 Ext: 1303; Fax: is below a certain threshold level [3]. Both functional
+34-927257110. and structural sperm attributes are susceptible to dam-

E-mail address: crgil@unex.es (M.C. Gil). age during storage. The most common of these attri-

Artificial insemination (AI) during pig production is
widely applied throughout the developed world by the
use of semen that is preserved in the liquid state, which
is stored at 15-20 °C for several days until it is used for
AI [1]. To preserve spermatozoa for prolonged periods,

0093-691X/$ — see front matter © 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.
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butes that have been studied are plasma membrane- and
acrosome- integrity as well as motility. The mecha-
nisms underlying the reduction in fertility of preserved
semen are not completely understood. During storage,
boar spermatozoa undergo several changes, including
diminished motility and viability and alterations in
membrane permeability [4,5]. In addition, boar sperma-
tozoa are susceptible to cold shock. This may be related
to the lipid composition of the boar spermatozoan
membrane, which contains a high concentration of
polyunsaturated fatty acids [6—8]. It has been sug-
gested that part of the reduction in sperm fertility may
be due to oxidative damage from inappropriate forma-
tion of reactive oxygen- (ROS) or nitrogen- (RNS)
species, which lead to subsequent membrane lipid per-
oxidation. In addition, this oxidative damage may be
exacerbated by the relatively low antioxidant capacity
of boar seminal plasma [6,9,10]. Although small fluc-
tuations in the steady state concentration of ROS/RNS
may play a role in intracellular signalling [11], uncon-
trolled increases in these metabolites can directly in-
duce lipid peroxidation, irreversibly arrest sperm mo-
tility and damage protein and DNA, which may lead to
apoptosis and cell death [12].

Supplementation of various antioxidants in the ex-
tender solution, such as crocin, Trolox, vitamin C, N-
acetyl-cysteine, taurine, glutathione, raffinose, treha-
lose, cysteamine and butylated hydroxytoluene during
liquid storage or cryopreservation of mammalian sper-
matozoa, has been reported to have beneficial effects
[13-21]. In general, antioxidants prevent oxidation of
biologically important molecules by free radicals or
their reactive metabolites. They can reduce the impact
of oxidative stress during the sperm storage process and
improve the quality of liquid-stored boar semen [17].

Melatonin (MLT) is an endogenously produced in-
dolamine, which is mainly synthesized in the pineal
gland of all mammalian species. In addition, MLT
regulates a diverse number of important physiological
processes [22-24]. In 1993, MLT was demonstrated to
function as a direct free radical scavenger when it was
shown to detoxify the highly reactive hydroxyl radical
(OH) in vitro [25]. Since then, a large number of pub-
lications have confirmed the ability of MLT and its
metabolites to reduce oxidative stress in vitro [24]. The
presence of MLT receptors has been reported in many
areas of the brain, the pituitary gland and peripheral
tissues such as the reproductive organs [26,27]. Several
studies have even shown that MLT may have an effect
on human and animal sperm [28-35]. Interestingly,
human seminal fluid contains MLT [36] and spermato-

zoa possess membrane melatonin receptors [37]. How-
ever, the regulation of sperm function by MLT is not
well understood. In fact, reports on its antioxidant ac-
tivities in semen are rather contradictory.

Due to its antioxidant properties, MLT could be
added to a semen extender in order to improve semen
characteristics during long-term in vitro storage. How-
ever, the effect of MLT on long-term boar sperm stor-
age has never been examined. The aim of this study
was to investigate whether the supplementation of boar
semen extender with MLT could improve the quality of
liquid semen stored at 17 °C for 7 days.

2. Materials and methods

2.1. Animals, sample collection and processing of
ejaculates

A total of 33 fresh semen samples from 14 boars
(Iberian and Duroc breeds, 2—4 years of age) housed at
a commercial insemination station (Tecnogenext, S. L.,
Meérida, Spain) were used as ejaculate donors. The
boars were housed in individual pens in an environ-
mentally controlled (15-25 °C) building and received
the same diet. Artificial insemination using preserved
liquid semen from these boars demonstrated their fer-
tility.

Sperm-rich fractions were collected with the gloved-
hand technique and immediately placed in a water bath at
38 °C. After collection, a computer-aided sperm analysis
system (CASA) (ISAS Psus®, Proiser R+D S.L., Pa-
terna, Valencia) was used for evaluation of sperm char-
acteristics (sperm concentration, motility and normal mor-
phology). Only ejaculates with at least 70% motile
spermatozoa, 80% morphologically normal spermatozoa
and a total number of spermatozoa higher than 10 X 10°
were used. Immediately after collection, two sub-samples
of each whole ejaculate were diluted in a commercial
extender solution (Vitasem LD, Magapor, Zaragoza,
Spain, pH 7.8, 290 mOsm/Kg) to a final concentration of
35 x 10° cells/mL. A total of 1 uM MLT (34 mM stock
solution in ethanol) (Calbiochem®, La Jolla, CA, US)
was added to one sub-sample (MLT-T = MLT-treated
sample), while the other sub-sample remained as the
untreated sample. The extended semen from each sub-
sample was then stored in plastic bottles in a semen
storage unit at 20-22 °C for approximately 60 min
for transit to the laboratory. Once the semen reached
22-25 °C, doses were stored in a refrigerated incu-
bator (FOC 225 I, VELP Scientifica, Usmate, Italy)
at 17 °C for 7 d (Day of collection = Day 0). On
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Days 1, 4 and 7, an aliquot of each sample was
removed and analysed for sperm characteristics.

The MLT concentration (1 uwM) was carefully cho-
sen based on the literature [30] and after performing an
ethanol dose-response curve to select the concentration
of ethanol that did not compromise sperm characteris-
tics. Semen from up to four animals were pooled using
doses from a minimum of eight boars in different com-
binations (n = 4). From each pool plastic bottles were
filled with 80 ml of seminal sample and 0.001%,
0.003%, 0.01%, 0.03%, 0.3% and 1% ethanol was
added to each bottle. One sample remained as control.
Then bottles were stored in a refrigerated incubator
(FOC 225 1, VELP Scientifica, Usmate, Italy) at 17 °C
for 24 hours. After this time, an aliquot of each sample
was analysed for sperm characteristics as described
below.

2.2. Sperm quality assessments

Sperm quality was determined by assessing sperm
motility, viability, acrosomal status, plasma membrane
fluidity and the mitochondrial membrane potential sta-
tus of the spermatozoa. Motility analyses were per-
formed by a CASA system, and the remaining param-
eters were assessed by flow cytometry.

2.2.1. Assessment of sperm motility

Immediately after gentle mixing, 1 mL of stored
semen was taken from each bottle and examined for a
motility pattern using a CASA system (ISAS®, Proiser
R+D, Paterna, Valencia, Spain) following incubation
at 38 °C for 30 min in a water bath. A total of 2 uL of
sample was placed in a prewarmed counting chamber
(Leja®, Luzernestraat, The Netherlands). Sperm motil-
ity was assessed with a microscope equipped with a
10X negative-phase contrast objective and a heated
stage at 38 °C. Analysis was based on the examination
of 25 consecutive digitalised images obtained from
several fields, and at least 300 spermatozoa per sample
were analysed. After acquiring representative fields, the
following sperm motility descriptors were recorded:
total motile spermatozoa (% TMS), progressively mo-
tile spermatozoa (% PMS, STR > 80%), VCL (curvi-
linear velocity in pwm/sec), VSL (straight-line velocity
in wm/sec), VAP (average path velocity in wm/sec),
LIN (linearity coefficient in %), STR (straightness co-
efficient in %) and ALH (amplitude of lateral head
displacement in um). Spermatozoa with an average
path velocity (VAP) <10 pm/sec were considered im-
motile, spermatozoa deviating <10% from a straight
line were designated as linearly motile and spermatozoa

with a radius <25 um were classified as circularly
motile [38].

2.2.2. Assessment of sperm viability

As described previously [39], fluorescent staining us-
ing the LIVE/DEAD Sperm Viability Kit (Leiden, The
Netherlands) was used to assess porcine spermatozoa vi-
ability. Briefly, 5 uLL of SYBR-14 (2 wmol/L) and 10 uL.
of propidium iodide (PI, 5 wmol/L) were added to 500 uL.
of diluted semen sample (30 x 10° cells/mL) in isotonic
buffered diluent (Coulter Isoton II Diluent, Beckman
Coulter, Inc., Brea, CA, USA) and incubated 20 min at
38 °C. After incubation, cells were analysed, and the
results were expressed as the percentage of SYBR-14-
positive and propidium iodide-negative spermatozoa.

2.2.3. Assessment of acrosome integrity

The acrosomal status of spermatozoa was assessed
after staining the sperm with peanut agglutinin conju-
gated with phycoerythrin (PNA-FITC, Sigma, Saint
Louis, Missouri, USA) as a marker for acrosomal status
and PI (component B of sperm viability kit) [5]. Ali-
quots of 100 uL of each semen sample (30 X 10°
cells/mL) were incubated at room temperature in the
dark for 5 min with 1 pg/mL PNA-FITC and 6 wmol/L
PI. Just before analysis, 400 uL of isotonic buffered
diluent was added to each sample and remixed before
flow cytometry analysis. After incubation, cells were
analysed, and the results were expressed as the percent-
age of PNA-positive and propidium iodide-negative
spermatozoa.

2.2.4. Assessment of plasma membrane fluidity
Plasma membrane fluidity was assessed after stain-
ing the sperm with merocyanine 540 (M-540, Molecu-
lar Probes, Eugene, Oregon, USA) and YoPro-1 (Mo-
lecular Probes, Eugene, Oregon, USA) [40]. Aliquots
of 100 uL of each semen sample (30 X 10° cells/ml)
were diluted in 400 pL of isotonic buffered diluent
containing 75 nmol/L. YoPro-1, which were then mixed
and incubated at 38 °C for 15 min. Just before analysis,
M-540 was added to each sample to a final concentra-
tion of 2 umol/L, incubated for 2 min and remixed
before flow cytometry. After incubation, the cells were
analysed and the results were expressed as the percent-
age of viable sperm with an unstable plasma membrane
(YoPro-1-negative/M-540-positive).

2.2.5. Assessment of mitochondrial membrane
potential status

The lipophilic cation JC-1 was used to assess the
mitochondrial membrane potential status of spermato-
zoa. JC-1 reversibly changes its fluorescence from
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green (monomeric status) to orange (multimeric status)
when the mitochondrial membrane potential is high
[41]. From each sperm sample, 100 L (30 X 10°
cells/mL) were diluted in 400 L of isotonic buffered
diluent containing 0.15 mmol/L. JC-1 and then mixed
and incubated at 38 °C for 30 min. The samples were
remixed before flow cytometry analysis. The percent-
age of orange stained cells was recorded, these cells
were considered the population of cells with a high
mitochondrial membrane potential (hMMP).

2.2.6. Flow cytometry analyses

Flow cytometry analyses were performed using a
Coulter EPIC XL flow cytometer (Beckman Coulter
Ltd.). The fluorophores were excited by a 200 mV
argon ion laser operating at 488 nm. A total of 10 000
gated events (bases on the forward scatter and side
scatter of the sperm population recorded in the linear
mode) were collected per sample with sample running
rates of approximately 500 events/sec. Fluorescence
data were collected in the logarithmic mode. The flu-
orescence values of PNA-FITC, YoPro-1, SYBR-14
and JC-1 were collected in the FL.1 sensor using a 525
nm band pass (BP) filter. PI fluorescence was collected
in the FL3 sensor using a 620 nm BP filter, and M-540
and JC-1 fluorescence were collected in the FL2 sensor
using a 575 nm BP filter. Flow cytometric data were
analysed using a Facstation computer and EXPO™ 32
ADC software (Beckman Coulter, Inc.).

2.2.7. Statistical analysis

A power analysis was conducted to determine ap-
propiate animals and samples. To estimate the number
of ejaculates from preliminary data, a 10 point maxi-
mum standard deviation for cytometric parameters was
considered, and to obtain estimations with 3.5 points of
error with a 95% confidence interval, a power analysis
showed that we needed 33 ejaculates.

The mean and standard error of the mean were
calculated for descriptive analysis, as well as the intra-
class correlation coefficient to show the variability
among boars and among ejaculates.

The effects of treatment (untreated and MLT-T) and
storage time (1, 4 and 7 d) on several seminal charac-
teristics (motility, viability, membrane fluidity and ac-
rosomal and mitochondrial membrane status of sper-
matozoa) were analysed statistically. Q-Q plots were
used to check for departures from normally distributed
data. None of the four measures performed by flow
cytometry satisfied the normality requirement in order
to perform a parametric analysis of variance. When
statistically significant differences were detected using

Table 1

Baseline measurements of seminal samples (day 0).

Parameter Value
TMS (%) 90.0
PMS (%) 77.0
VCL (um/s) 62.61 £ 0.49
VSL (um/s) 49.84 = 0.47
VAP (um/s) 56.79 = 0.46
LIN (%) 78.40 = 0.00
STR (%) 85.81 = 0.00
ALH (um) 1.80 = 0.01
SYBR-14/PI — (%) 94.50 =+ 0.40
PNA+/PI - (%) 3.00 = 0.90
VUM (%) 6.03 £ 1.65
hMMP (%) 87.95 = 2.23

TMS indicates total motile sperm; PMS, progressively motile sperm.
VCL, VSL, VAP, LIN, STR and ALH values are mean = standard
error of the mean (SEM).

SYBR-14 +/PI — indicates viable spermatozoa with an intact plasma
membrane; PNA +/PI —, viable spermatozoa with a damaged acro-
some; VUM, viable spermatozoa with an unstable plasma membrane;
hMMP, percentage of spermatozoa with high mitochondrial mem-
brane potential. These values are mean * standard error of the mean
(SEM).

this test, the non-parametric Mann-Whitney U-Test was
used to compare pairs of values directly. For the anal-
ysis of the percentage of motile and progressive sper-
matozoa, we used the Pearson Chi-square test. The
effect of treatment and storage time on the motility
variables was assessed using a General Linear Model.
Treatment and storage time were included as fixed
effects. Boar was included as a random effect in these
models. Pair wise comparison of significant fixed ef-
fects (main effect or interaction) was performed using a
t-test. When results lacked normality and the validity of
statistical estimates were in doubt, we used a non-
parametric bootstrap technique to confirm these results.

A mixed-effects model (with boars and ejaculates
within boars as random effects and treatment and stor-
age time as fixed effects) was applied to experimental
design, so the models for analysis had the expression:

“MotilityParameter~TREATMENT*
CONSERVATION+(1 BOAR/EJACULATE)”, where
Motility Parameter is one of VCL, VSL, VAP, LIN,
STR or ALH.

These models allow us to estimate for descriptive
statistics the variability among boars, ejaculates within
boars, and ejaculates, but especially the differences
between treatments on days 1, 4 and 7 of storage.

All statistical analyses were performed using the
statistical package SPSS version 15 for Windows
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and the library Boot-
strap R (S6 Plus) Functions R package version 1.2-42
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Table 2

Effects of different ethanol concentrations on motility parameters after 24 hours of storage.

Ethanol TMS (%) PMS (%) VCL (um/s) VSL (um/s) VAP (um/s) LIN (%) STR (%) ALH (um)
concentration (%)

Control (0%) 65.9% 58.4% 69.35 £ 0.63*  40.12 = 0.47* 54.21 £ 0.49* 59.59 =0.00® 74.00 = 0.00® 2.42 = 0.02*
0.001 63.8% 54.1% 68.78 = 0.67* 39.20 = 0.48* 53.09 = 0.51* 59.18 £0.00*° 73.88 =0.00° 2.47 = 0.02°
0.003 64.7* 58.2¢ 69.49 = 0.63* 41.10 = 0.49* 54.64 = 0.51* 60.78 = 0.00® 74.74 = 0.00®° 2.42 = 0.02*
0.01 58.7° 57.0% 69.13 = 0.71* 41.39 =£0.52* 54.39 = 0.54* 61.76 = 0.00® 7595 = 0.00® 2.42 = 0.02*
0.03 55.8° 58.6% 71.17 + 0.69*  43.28 = 0.53° 57.01 * 0.54° 62.64 = 0.00° 75.88 = 0.00° 2.43 + 0.00°
0.3 52.5° 59.4% 68.16 = 0.74*  39.89 *= 0.54* 53.27 £ 0.57* 60.62 = 0.00® 74.92 = 0.00® 2.42 = 0.02*
1 33.1° 58.2% 66.46 = 1.03* 37.94 = 0.71* 4852 = 0.75* 5859 = 0.00® 76.96 = 0.00® 2.56 = 0.03*

TMS indicates total motile sperm; PMS, progressively motile sperm VCL, VSL, VAP, LIN, STR and ALH values are mean * standard error of

the mean (SEM).

b Comparisons have been made with respect to control sample. For each concentration and parameter, values with different superscripts are

statistically different (P < 0.05.)

from the statistical package R 2.6.11 [42]. Statistical
significance was considered to be P < 0.05.

3. Results

Basal measurements (Day 0) of seminal samples are
given in Table 1. With regard to the effects of different
concentrations of ethanol on sperm characteristics, a
significant decrease on total motile sperm percentage
was observed at 0.01% ethanol concentration, therefore
we decided to use the immediately lower concentration
(0.003%) (Tables 2 and 3). Moreover, the possible
effects of pH and osmolarity on seminal characteristics
in MLT-T samples in comparison with untreated sam-
ples were discarded, as these values remained un-
changed in both groups during the trial (data not
shown).

3.1. Motility characteristics

Table 4 shows the decomposition of observed vari-
ability in motility parameters. The effects of MLT on

spermatozoan motility characteristics over 7 days of
storage are shown in Table 5. In both groups (untreated
samples and MLT-T samples), the total motile sperm
percentage (TMS) decreased from Day 1 to 7 but this
drop became more pronounced with MLT treatment.
The highest significant difference (P << 0.05) in TMS
percentage between these groups was seen on Day 7
(80.4%—untreated, 61.5%—MLT-T).

The behaviour of the progressively motile sperma-
tozoa percentage (PMS) was similar between groups.
There was a decrease in the untreated group from Days
1 to 4, which was not observed with MLT, and it
increased in both groups on Day 7 of storage. The
highest percentage of PMS spermatozoa was among
spermatozoa from untreated doses on Days 1 and 7 of
storage.

In Figure 1 (a—f), we can see the behaviour of each
of the six motility parameters (from untreated and
MLT-T groups) throughout the entire storage period. In
addition, these figures allow an evaluation of the inter-
action between treatment (untreated and MLT-T) and

Table 3

Effects of different ethanol concentrations on seminal characteristics by flow cytometry after 24 hours of storage.

Ethanol concentration (%) SYBR-14+/PI— PNA+/PI— VUM hMMP
Control (0%) 92.5 £ 0.67* 2.32 £0.13* 6.60 £ 0.84* 90.85 = 2.42°
0.001 92.42 = (0.48* 2.35 £0.34* 6.55 £ 1.10* 87.42 * 0.65"
0.003 92.75 = 0.46% 2.00 £ 0.27* 6.70 = 0.78° 87.57 £ 0.43*
0.01 92.87 = 0.39* 235 *£0.17* 6.90 = 0.57° 88.15 = 0.73%
0.03 92.82 = 0.42% 2.15 £ 0.29* 6.50 = 0.40° 87.92 + 0.80%
0.3 91.67 = 0.39* 2.05 £0.21* 7.60 = 0.84* 86.67 = 0.92%
1 88.62 + 0.48° 2.02 £ 0.08* 8.65 = 1.20° 83.00 + 0.40°

Values are percentages (mean * standard error of the mean, SEM).

SYBR-14 +/PI — indicates viable spermatozoa with an intact plasma membrane; PNA +/PI —, viable spermatozoa with a damaged acrosome;
VUM, viable spermatozoa with an unstable plasma membrane; hMMP, percentage of spermatozoa with high mitochondrial membrane potential.
a5 Comparisons have been made with respect to control sample. For each concentration and parameter, values with different superscripts are

statistically different (P < 0.05).
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Table 4
Decomposition of observed variability in motility parameters.

Parameter SD (ICC) boars SD (ICC) ejaculates SD spermatozoa

VCL 11.50 (16.3%) 6.52 (6.2%) 25.28
VSL 4.50 (5.6%) 3.30 (3.2%) 18.15
VAP 9.10 (17%) 5.88 (8.5%) 19.25
LIN 0.06 (6.4%) 0.03 (1.8%) 0.24
STR 0.06 (6.4%) 0.05 (4.8%) 0.23
ALH 0.25 (6.7%) 0.24 (6.6%) 0.91

ICC, intraclass correlation coefficient; SD, standard deviation.

storage time (1, 4 and 7 d). The results of the analysis
of variance (ANOVA) for motility parameters are
shown in Table 6. With regard to velocity characteris-
tics (VCL, VSL and VAP), no significant effect (P >
0.05) was seen with treatment. In other words, these
values decreased throughout the storage time in both
groups. It is noteworthy that on Day 1, these values
were highest for samples treated with MLT. In contrast,
they were the lowest on Day 7 in the MLT-T samples
and were significantly different (P < 0.05) than the
untreated samples. The highest differences were ob-
served on Day 7 of storage.

The behaviour of the LIN parameter was completely
different with respect to the preceding characteristics.
There was a significant effect of treatment (P < 0.05)
on LIN, which showed higher values for untreated
samples throughout the entire storage period. There

was also an interaction between treatment and storage
time variables such that, although in the untreated sam-
ples this parameter increased from Days 4 to 7, in the
MLT-T samples LIN remained unchanged for the same
period. The highest difference between groups was
seen on Day 7.

With regard to STR, the highest significant differ-
ence between treatments was seen on Day 1 with a
higher value for untreated samples.

Neither treatment effect nor interaction affected the
ALH parameter. The highest values were found among
sperm from MLT-T doses on Days 1 and 4 with no
significant differences between treatments on Day 7 of
storage (P > 0.05).

3.2. Flow cytometry results

The effects of 1-uM MLT on seminal parameters
assessed by flow cytometry are presented in Table 7.
The proportion of viable spermatozoa with an intact
plasma membrane (as assessed by SYBR-14/PI) re-
mained unchanged throughout the entire period of stor-
age in untreated samples. The percentage of viable
spermatozoa with a damaged acrosome was also un-
changed for both groups (untreated and MLT-T).

With MLT treatment, the viable sperm percentage
with an intact plasma membrane was only significantly
different (P < 0.05) after 7 days of storage. The same
result was obtained for the percentage of spermatozoa

Table 5
Effects of 1 uM melatonin on motility parameters.
Parameter Treatment Day 1 Day 4 Day 7
TMS (%) uT 89.9%* 85.1%° 80.4%¢
MLT-T 88.1#% 77.1%%P 61.5%%*¢
PMS (%) uT 47.3% 42.1%° 52.7%¢
MLT-T 44 %= 44,02 48.9%+#0
VCL (um/s) UT 53.42 = 0.28* 52.96 = 0.26%* 47.98 * 0.31*°
MLT-T 57.36 = 0.27*** 53.01 + 0.32%° 42.36 = 0.49%%*¢
VSL (um/s) UT 33.38 = 0.20** 29.83 + 0.19*° 27.95 = 0.22*¢
MLT-T 34.76 £ 0.19%** 29.20 + 0.23*P 23.19 £ 0.35%%*¢
VAP (um/s) UT 45.65 = 0.21#* 43.37 = 0.20*° 38.69 = 0.24*¢
MLT-T 49.16 = 0.20%** 41.74 = 0.24%*> 31.54 = 0.37**¢
LIN (%) uT 63.70 = 0.00%* 60.20 = 0.00%° 63.20 = 0.00**
MLT-T 62.60 = 0.00%** 58.20 = 0.00%*" 58.10 = 0.00%*"
STR (%) uT 73.70 = 0.00%* 70.70 = 0.00%° 74.60 = 0.00%*
MLT-T 71.60 = 0.00%** 71.40 = 0.00%* 74.30 = 0.00%°
ALH (um) uT 1.77 = 0.01%* 1.85 £ 0.01*° 1.76 = 0.01%*
MLT-T 1.87 = 0.01%** 1.91 = 0.01%+> 1.74 = 0.01*¢

UT, untreated samples; MLT-T, treatment with 1 uM Melatonin.
TMS indicates total motile sperm; PMS, progressively motile sperm; TSM and PM values are percentages; VCL, VSL, VAP, LIN, STR and ALH
values are estimated marginal means * standard error of the mean (SEM).

s’ ek

For each parameter and within each storage day (columns) values with different superscripts are statistically different (P << 0.05).

b For each parameter and treatment (NA or MLT) (rows) values with different superscripts are statistically different (P < 0.05).
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Figure 1. (a—f). Effects of storage time, melatonin addition and interaction (treatment x day) on motility parameters (VCL, VSL, VAP, LIN, STR,
ALH). Graphic express the estimated marginal means for each one of the six velocity parameters.



D. Martin-Hidalgo et al. / Theriogenology 75 (2011) 1550—-1560 1557

Table 6

Results (P-values) of the analysis of variance (ANOVA) for sperm
motility parameters. Treatment, day of storage and interaction
(treatment X day) were included as factors of variation.

Factor Treatment Day Treatment X Day
VCL NS P < 0.001 0.028

VSL NS P < 0.001 NS

VAP NS P < 0.001 0.012

LIN 0.028 NS 0.038

STR NS NS 0.039

ALH NS NS NS

Significance, P < 0.05; NS, not significant.

with hMMP and viable spermatozoa showing high
merocyanine fluorescence (unstable plasma membrane)
in both untreated and MLT-treated samples.

When comparisons were made between treat-
ments, only the proportion of spermatozoa showing
hMMP was kept at a similar level (P > 0.05) during
the trial.

Only the percentage of viable spermatozoa showing
a damaged acrosome was significantly different be-
tween the MLT-T- and untreated- samples on Days 1, 4
and 7 of storage with the best results for MLT-T sam-
ples. For the rest of the parameters, and on each day of
the trial, the best results were obtained from untreated
samples.

The result with the highest significant difference
between treatments was the percentage of viable sper-
matozoa showing an intact plasma membrane at Day 7.
The lowest values for this data set were recorded for the
MLT-T samples (86.09% = 1.33 MLT-T doses versus
92.04% = 0.33 untreated doses).

4. Discussion

The in vitro effects of MLT on sperm function and
its ability to scavenge NO and ROS have been studied
by several investigators [16,29-31,36]. However, the
role of MLT in sperm function has not been clearly
elucidated, and its antioxidant or protective activities in
semen are rather contradictory. Most of these previous
studies have tested MLT’s antioxidant ability by im-
posing a treatment that markedly elevates oxidative
stress or after incubation for several hours at 37 °C but
not during long-term semen storage. In the present
study, we observed a clear negative effect of MLT on
boar semen, which was characterised by an increase in
the percentage of static spermatozoa after 7 days of
storage. In MLT-T samples, the motile spermatozoa
percentage decreased nearly 19% on Day 7.

Gwayi and Bernard [32] have attributed some of the
negative effects of MLT on rat sperm motility to the
high ethanol concentration (0.5% final concentration)
needed for solubility. In our study we observed that
ethanol concentration lower than 0.01% had no effect
on the sperm parameters examined.

Treatment of human sperm with 150-450 pg/ml
MLT has been reported to have an inhibitory effect on
motility in vitro [33]. For example, at a concentration of
20 mM, MLT inhibited human spermatozoa movement
in the channels of an incubation chamber (i.e., it
showed a chemorepelent effect) [43]. Gwayi and Ber-
nard [32] observed that MLT had dose-dependent neg-
ative effects on the sperm motility index in Wistar rats.
In addition, incubation of bull semen with MLT at
doses between 0.5-4 mM for 60 min caused a signif-
icant decrease in spermatozoa motility [44]. On the

Table 7

Results of the evaluation of seminal characteristics by flow cytometry.

Parameter Treatment Day 1 Day 4 Day 7

SYBR-14 +/PI — uT 92.54 = 0.47%* 92.40 = 0.40%* 92.04 =0.33*
MLT-T 91.60 * 0.33** 90.49 * (0.44%*% 86.09 + 1.33%xP

PNA +/PI — UT 5.09 = 0.49* 495 = 0.41%* 6.39 = 0.52*%*
MLT-T 3.65 £ 0.38%* 371 £ 0.34%% 4.26 = 0.45%*%

VUM uT 6.68 = 0.46*° 6.93 = 0.41* 12.27 = 236"
MLT-T 9.63 = 0.70%** 11.28 = 1.00%** 17.17 = 3.07+°

hMMP uT 78.25 = 3.25%* 71.26 = 5.21%* 62.48 = 4.24%°
MLT-T 76.71 = 4.00%* 69.24 = 5.34%3" 62.79 = 4.62%°

UT, untreated samples; MLT-T, treatment with 1 uM Melatonin.

Values are percentages (mean * standard error of the mean, SEM).
SYBR-14 +/PI — indicates viable spermatozoa with an intact plasma membrane; PNA +/PI —, viable spermatozoa with a damaged acrosome;
VUM, viable spermatozoa with an unstable plasma membrane; hMMP, percentage of spermatozoa with high mitochondrial membrane potential.

s’ ek

For each parameter and within each storage day (columns) values with different superscripts are statistically different (P << 0.05).

b For each parameter and treatment (NA or MLT) (rows) values with different superscripts are statistically different (P < 0.05).
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contrary, Jang et al. [34] treated boar sperm with 100
nM MLT in the presence or absence of H,O, for 12 h
at 37 °C and then examined sperm characteristics. They
observed that motility in the MLT-T group was signif-
icantly higher than in the untreated group. Similarly,
the addition of 2 mM MLT to human semen signifi-
cantly increased the percentage of motile cells, as well
as the percentage of progressive motility and rapidly
moving cells after, 120 min of incubation at 37 °C [29].
However, in the absence of exogenous oxidative stress,
addition of MLT (0.1 mM final concentration for 4 h at
37 °C) to thawed spermatozoa from red deer had no
effect on motility characteristics. For oxidised samples
only, 5 mM MLT enhanced total motility [16].

Our study results were different from those observed
by du Plessis et al. [29], whereby MLT produced a drop
in the percentage of progressively motile sperm (espe-
cially on Days 1 and 7).

The effect of MLT on motility parameters evaluated
by the CASA system has hardly been investigated. It
was noteworthy in our study that there was an increase
in three velocity indicators (VCL, VSL and VAP) only
on Day 1 for spermatozoa treated with MLT. The
lowest values were observed for MLT treatment on Day
7. In treated samples, LIN was also lower than non-
treated samples, whereas ALH was significantly higher
in MLT-T samples on Days 1 and 4. If we consider all
of these motility parameters together, we can hypothe-
sise that spermatozoa treated with MLT have a ten-
dency to adopt a hyperactivated status. Hyperactivated
spermatozoa have been shown to exhibit vigorous and
non-linear movements caused by an increased ampli-
tude of flagellar beats [45]. This hypothesis is consis-
tent with the study of Fujinoki et al. [30], which dem-
onstrated that concentrations of 1 pM to 1 uM MLT in
capacitating medium enhanced hamster sperm hyper-
activation during incubation at 37 °C for 4 h. In the
present study, the observed increase in VCL, VSL and
VAP on Day 1 for spermatozoa treated with MLT could
be due to an immediate effect of MLT through its
specific receptor. On the other hand, the short-term
effect on motility characteristics on Day 1 could be
followed by a long-term effect mediated by ROS/RNS
depletion. Excessive amount of ROS can damage DNA,
inhibit sperm-oocyte fusion, and reduce sperm motility
[6]. It is possible that the MLT dose used in our study
could deplete all ROS/NOS at the end of the trial and
thereby have a negative effect on the functional param-
eters of spermatozoa.

Regarding the flow cytometry results described in
the present study, the percentage of spermatozoa with

hMMP was not different between treatment groups.
The percentage of viable spermatozoa with an intact
plasma membrane was the greatest significant differ-
ence between groups on Day 7 (non-significant differ-
ence on Day 1). In addition, there was a similar behav-
iour at that time for the TMS percentage and motility
results. Notably, the percentage of viable spermatozoa
with an intact plasma membrane considerably dropped
for spermatozoa from MLT-T samples. Interestingly,
the progressive decrease in the percentage of motile and
viable sperm was not associated with a decrease in
mitochondrial membrane potential. MLT is a highly
lipophilic molecule that crosses cell membranes to eas-
ily reach subcellular compartments. MLT appears to
accumulate at high concentrations in mitochondria
where it interacts with enzyme complexes I and IV
[12]. The consequence of MLT’s actions on mitochon-
dria is an increase in ATP production [46]. One possi-
bility is that the increase that we observed in sperm
velocity on Day 1 could have been due to an increase in
ATP production caused by MLT. Moreover, MLT in-
teracts with lipid bilayers and stabilizes mitochondrial
inner membranes, an effect that may improve the elec-
tron transport chain activity and thus increasing motil-
ity [12]. However, the stimulatory effects of MLT on
motility during Day 1 and the fast decrease that was
observed on Day 7 point to a mitochondrial-indepen-
dent mechanism. Furthermore, Dominguez-Rebolledo
et al. [16] did not observe an increase in mitochondrial
membrane potential in thawed red deer sperm incu-
bated for 4 h at 37 °C. In contrast, opposite results were
found by Jang et al. [34] after boar semen was incu-
bated at 37 °C for 12 h. On the other hand, the further
decrease in sperm motility by MLT may be explained
by its role as a cytoskeletal modulator. MLT is capable
of influencing microfilament and microtubule organi-
sation [47]. In vitro studies have shown that MLT plays
a key role in cytoskeletal rearrangements through its
antagonism of calmodulin. In addition, the effects on
microtubule assembly appear to be dependent on hor-
mone concentration. At a high concentration, non-spe-
cific binding of MLT to tubulin has been shown to
occur, thereby overcoming MLT’s antagonism to cal-
modulin [47-49]. Thus, in our study, the negative ef-
fect on motility could have been due to the high con-
centration of MLT.

Long-term storage increases the proportion of pre-
maturely capacitated and acrosome reacted sperm
[4,8,50]. In this study, MLT was not capable of reduc-
ing the percentage of viable sperm with an unstable
plasma membrane but significantly increased the pro-



D. Martin-Hidalgo et al. / Theriogenology 75 (2011) 1550—1560 1559

portion of live sperm with an intact acrosome. In the
study by Dominguez-Rebolledo et al. [16], the propor-
tion of spermatozoa with intact acrosomes within the
viable population underwent little change during the
incubation with melatonin of thawed spermatozoa from
red deer. The effect of antioxidants, among other
things, depends on the concentration reached at intra-
cellular levels [24]. MLT is both lipophilic and hydro-
philic, but little is known of its subcellular distribution.
Perhaps the concentration specific to the acrosome was
enough to protect it from an acrosomal reaction, but the
intracellular concentration was not enough to decrease
the percentage of viable sperm with an unstable plasma
membrane.

In conclusion, these results suggest that in our ex-
perimental conditions, except for the proportion of live
sperm with an intact acrosome, 1 uM MLT was not
able to improve the function of boar semen stored at
17 °C for 7 days.
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Abstract

The natural polyphenol resveratrol may be beneficial to many aspects of cell function and animal health, although
its actions in the male reproductive system vary depending on animal species. This work investigates resveratrol
effects on the quality of preserved boar semen during liquid storage at 17°C. We used three approaches: 1)
evaluation of conventional parameters of seminal quality, 2) measurement of specific response to capacitating
stimuli, and 3) evaluation of mitochondria membrane potential and ATP content. Resveratrol supplementation
causes i) a loss in the response of liquid stored boar spermatozoa to capacitating stimuli, ii) a decrease in the
sperm ATP content and iii) a reduction in the mitochondrial membrane potential. Moreover, higher
concentrations of resveratrol increase plasma membrane phospholipid disorder and reduce the percentage of
motile spermatozoa. These results suggest that semen doses supplemented with resveratrol could be considered
sub-fertile compared with semen stored hypothermically in standard conditions.

Keywords: resveratrol, boar semen storage, calcium influx, ATP
1. Introduction

Nowadays in the worldwide pig production, artificial insemination (AI) is made with semen that has been extended
in the liquid state and stored at 15-20°C for 1 to 5 days (Johnson et al., 2000). Al allows a better distribution of
genetic material of high quality and minimizes boar transportation. To preserve spermatozoa for prolonged periods,
their metabolic activity needs to be reduced and this is approached by semen dilution into an appropriate medium
and by lowering the temperature. Several commercial boar extenders have been proposed with this objective
(Gadea, 2003), although the most widely used extender is the Beltsville-Thawing Solution (BTS) developed by
Pursel and Johnson (1975) for thawing boar spermatozoa frozen in the pellet form, and later adapted for liquid
storage (Pursel et al., 1978). Sperm membrane is rich in polyunsaturated fatty acid, which makes them very
susceptible to oxygen-induced damage mediated by lipid peroxidation (LPO), especially in boar spermatozoa,
which contains a high concentration of polyunsaturated fatty acids (Awda et al., 2009; Waterhouse et al., 2004).
Several antioxidants have been used successfully in the supplementation of boars extenders: superoxide dismutase
and catalase (Roca et al., 2005), a-tocopherol (Cerolini et al., 2000) and L-Glutamine (Funahashi & Sano, 2005).

Resveratrol (RSV) is a natural grape-derived polyphenolic phytoalexin that possesses pleiotropic effects
including anticancer, anti-aging, anti-inflammatory and anti-oxidant actions, as well as cardioprotection and
neuroprotection (Fulda et al.,, 2010; Pervaiz & Holme, 2009). RSV effectively scavenges superoxide and
peroxynitrite radicals generated from enzymatic and non-enzymatic systems, and afford protection against DNA
damage caused by reactive oxygen species (ROS) in somatic cells (K. W. Lee & H. J. Lee, 20006).

Effects of resveratrol in spermatozoa have been studied in recent works. Thus, RSV addition (0.1, 1.0 and 10.0
mM) to cryopreservation medium of human spermatozoa is able to prevent cryopreservation-induced lipid
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damage (Garcez et al., 2010) and at 10 mM also the cryopreservation-induced DNA damage (Branco et al.,
2010). Although in both studies RSV treatment is not able to prevent the observed reduction in sperm motility
after thawing, they conclude that this polyphenol might be used for the process of cryopreservation of human
spermatozoa, at least for intracytoplasmic sperm injection (ICSI) where motile spermatozoa are not needed to
achieve fertilization.

In a different specie, ram, the use of RSV in the cryopreservation medium causes a decrease in the mitochondrial
membrane potential without any effects in spermatozoa motility, or the integrity of acrosome or plasma
membrane (Silva et al., 2012).

Collodel et al. (2011) describe that 100 pM resveratrol treatment leads to a loss in viability in human
spermatozoa as well as in rat spermatocytes, although at 15 uM has a protector effect against ROS.

Resveratrol has been also studied as an antioxidant added to the diet of rats (Juan et al., 2005), where results are
beneficial. The lower diameter of seminiferous tubules together with an increase in the density of testicular
tubules produces an increase in the spermatogenic tissue would explain the increase in the spermatozoa
concentration observed in rats supplemented with 20 mg/Kg resveratrol in their diets.

A recent investigation showed that intraperitoneal administration of resveratrol to rats prevents the loss of sperm
motility, leads to a decrease in lipid peroxidation and prevents against oxidative stress occurring in rats with
hyperthyroidism (Ourique et al., 2013).

Based on the beneficial effects of RSV in different species, the objective of the present work is to study the use

of resveratrol to improve the storage of boar seminal doses at 17°C. Therefore, we have used different

experimental approaches: 1) Evaluation of conventional sperm parameters to evaluate quality of seminal doses; 2)
Evaluation of calcium influx and the specific sperm response to bicarbonate as proposed by Harrison et al. (1993),
and 3) Analysis of resveratrol effects on sperm mitochondria membrane potential and ATP concentration.

2. Materials and Methods:
2.1 General Experiments Design
2.1.1 Experimental Design 1

A total of 12 ejaculates (6 males, 2 ejaculates each) were diluted in BTS at final concentration of 35 x 10°
spermatozoa/mL and subsequently analyzed (day 0). Semen samples were treated without or with different
concentrations of resveratrol: 10, 33, 66 and 100 uM or DMSO (0.14 %) and preserved at 17°C for several days.
Motility parameters as well as flow cytometry analyzed parameters (sperm viability, plasma membrane
phospholipid disorder, acrosome membrane integrity and mitochondrial membrane potential) were analyzed at
days 1, 4 and 7 of preservation.

2.1.2 Experimental Design 2

This experiment is aimed to analyze the calcium influx kinetics and specific response to capacitating conditions
in spermatozoa stored at 17°C in BTS without or with RSV at days 1, 4, and 7 of storage. A total of 8 ejaculates
(n=8) from 8 different animals were diluted in BTS at final concentration of 20 x 10°spermatozoa/mL and 33
and 100 uM RSV were added. The specific response to bicarbonate under capacitating conditions in vitro was
assessed by monitoring the plasma membrane integrity and intracellular calcium concentrations after incubation
of spermatozoa for 3 and 60 min.

2.2 Chemicals and Sources

Beltsville-Thawing Solution was obtained from Minitiib GmbH (Tiefenbach, Germany). Live/dead spermatozoa
viability kit including both propidium iodide (PI) and SYBR-14 probes, M540 and YoPro-1 probes were
purchased from Molecular Probes (Leiden, The Netherlands). Resveratrol (3,4’,5-Trihydroxy-trans-stilbene),
ATP kit (FL-AA), phosphatase inhibitor cocktail 2 (P5726) and FITC-PNA were from Sigma-Aldrich® (St Louis,
MI, USA); coulter isoton II diluent was from Beckman Coulter Inc. (Brea, CA, USA).
JC-1 (5,5,6,6'tetrachloro-1,1',3,3"tetracthylbenzymidazolyl carbocyanine iodine) probe was purchased from
Life Technologies Ltd (Grand Island, NY, USA), Fluo-3/AM from Axxora (Lorrach, Germany), 96 well plates
(clear bottom, no. 655088) from Greiner bio-one, and Percoll®-saline from GE Healthcare (Munich, Germany).
The rest of the chemicals were purchased from Merck (Darmstadt, Germany) and Roth (Karlsruhe, Germany).

2.3 Animals, Sample Collection and Semen Preparation

Fourteen boars (Duroc, Pietrain and German Large White breed, 2-4 years of age) housed at a commercial
insemination station (Tecnogenext, S.L (Spain)) and at the Unit for Reproductive Medicine of Clinics
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(University of Veterinary Medicine Hannover, Germany) were used as ejaculate donors. Artificial insemination
using liquid preserved semen from these boars demonstrated their fertility. Fresh ejaculates were collected with
the gloved hand technique and immediately placed in a water bath at 37°C. After collection, a computer-assisted
sperm analysis system (CASA) (ISAS Psus®, Proiser R+D S.L., Paterna, Valencia) was used for the evaluation of
sperm concentration and motility. Morphology was evaluated by eosin-nigrosin staining, a total of 200
spermatozoa per ejaculate were evaluated by oil immersion microscopy objective 100X. Only ejaculates with at
least 80% morphologically normal spermatozoa, 70% motile spermatozoa and a total number of spermatozoa
higher than 10 x 10’ were used. Immediately after collection, sub-samples of each ejaculate were diluted in BTS
extender (Minitiib GmbH, Germany) and treated as follows: a) supplementation with different concentrations of
resveratrol (70 mM stock solution in dimethyl sulfoxide, DMSO), b) addition of the highest DMSO
concentration (0.14 %) used to supplement resveratrol, and c¢) untreated sub-sample (BTS). Sperm sub-samples
were cooled at room temperature for 1.5 h and subsequently stored in a refrigerated incubator (FOC 225 I, VELP
Scientifica, Usmate, Italy) at 17°C in sealed containers excluding air, in an anaerobic medium, for seven days.

2.4 Assessment of Spermatozoa Motility

Prior to motility analysis, seminal doses (500 puL) were incubated for 40min with 5 % CO, at 38.5°C (Mini
Galaxy A, RS Biotech, United Kingdom). After gentle mixing, semen was examined for motility pattern using a
CASA system (ISAS® program, Proiser R+D, Paterna, Valencia, Spain) following the manufacture’s guidelines.
A total of 2 pL of sample were placed in a pre-warmed counting chamber (Leja®, Nieuw-Vennep. The
Netherlands). At least 300 spermatozoa per sample were analyzed and the following sperm motility parameters
were recorded: total motile spermatozoa (percentage of spermatozoa with an average path velocity > 10 uM/s),
progressive motile spermatozoa (percentage of spermatozoa with a straightness coefficient > 80 %), VCL
(curvilinear velocity in uM/s), VSL (straight-line velocity in uM/s), VAP (average path velocity in pM/s), LIN
(linearity coefficient in %) and STR (straightness coefficient in %).

Examinations at the University for Veterinary Medicine in Hannover were carried out with SpermVision®
program as described in Henning et al. (2012). A 0.63 camera adapter (U-PMTVC tv-0.63, Olympus, Hamburg,
Germany) was used.

2.5 Flow Cytometry Analysis

In experiment one, a Coulter EPIC XL flow cytometer (Beckman Coulter Ltd.) was used to evaluate sperm
viability, plasma membrane phospholipid disorder, acrosome membrane integrity and mitochondrial membrane
potential and data were analyzed using a FACStation™ and EXPOTM 32 ADC software (Beckman Coulter,
Inc.). Fluorophores were excited by a 15 mW argon ion laser operating at 488 nm. A total of 10,000 gated events
(bases on the forward scatter and side scatter of the sperm population recorded in the linear mode) were collected
per sample with a sample running rate of approximately 500 events/sec. Fluorescence data were collected in the
logarithmic mode.

In experiment two, a DAKO Galaxy flow cytometer (DAKO, Hamburg, Germany) controlled by FloMax
software (version 2.4, Partec, Miinster, Germany) was used for intracellular calcium analysis (Hoechst 33342, PI,
Fluo-3) and assessment of plasma and acrosomal membrane integrity (Hoechst 33342, PI, FITC-PNA). The cells
were excited at two spots while passing the cuvette: first at a wavelength of 488 nm (argon ion laser; 20 mW)
and second at a wavelength of 365 nm (mercury lamp; 100 W). Fluorescence signals were detected using a
455/10 band pass filter (Hoechst 33342), a 537.5/22.5 nm bandpass filter (Fluo-3, FITC-PNA), and a 630 nm
long pass filter (PI). A logical gate was used to identify the sperm population based on positive staining for
Hoechst 33342 (DNA-containing events) and on being in the expected size range for spermatozoa in the forward
scatter distribution. A total of 10,000 events fitting the definition of the logical gate were counted. The overlap of
spectra between PI and Fluo-3 or FITC-PNA was compensated post acquisition.

2.6 Assessment of Spermatozoa Viability

As described previously (Martin-Hidalgo et al., 2011), fluorescent staining using the LIVE/DEAD Sperm
Viability Kit was performed to assess porcine spermatozoa viability. Briefly, 100 uL of liquid preserved semen
(35 x 10° cells/mL) was diluted with 400 pL isotonic buffer (coulter isoton II). 5 L of SYBR-14 (2 uM final
concentration) and 10 pL of propidium iodide (5 uM final concentration) were added to 500 pL of the diluted
sample and incubated for 20 min at room temperature in the darkness. After incubation, cells were analyzed by
flow cytometry and the percentage of viable spermatozoa (SYBR14-positive and PI-negative) was recorded.
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2.7 Assessment of Spermatozoa Plasma Membrane Phospholipid Disorder

Changes in membrane phospholipid disorder were assessed by using a merocyanine 540 (M540) and YoPro-1
double staining. Aliquots of 100 uL of each semen sample (35 x 10° cells/mL) were diluted in 400 pL of isotonic
buffered diluent containing 2 pL of YoPro-1 (0.08 uM final concentration), then mixed and incubated at 38°C
for 15 min. Just before analysis, 2 pL of M540 (4 uM final concentration) was added to each sample and
incubated for 2 min and mixed before flow cytometry analysis. Labeled spermatozoa were categorized as (1)
viable cells with low plasma membrane phospholipid disorder (YoPro-17/M5407); (2) viable cells with high
plasma membrane phospholipid disorder (YoPro-17M540"); or (3) non-viable cells with altered permeability of
the plasma membrane (Yo-Pro-1").

2.8 Assessment of Spermatozoa Acrosome Integrity

The acrosomal status of spermatozoa was assessed after staining the spermatozoa with
fluorescein-isothiocyanate conjugated peanut agglutinin (PNA-FITC), as a marker for acrosome status, and PI.
Aliquots of 100 pL of each semen sample (35 x 10° cells/mL) were incubated at room temperature in the dark
for 5 min with 5 pL of PNA-FITC stock solution (3 pg/mL in DMSO) and 5 uL of PI (6 uM final concentration).
Just before flow cytometry analysis, 400 uL of isotonic buffered diluent was added to each sample. Cells were
analyzed and the percentage of live spermatozoa with damaged or reacted acrosome (PI-negative and
PNA-positive spermatozoa) was recorded.

2.9 Assessment of Spermatozoa Mitochondrial Membrane Potential

Mitochondrial membrane potential variations were evaluated using the probe JC-1. This lipophilic cationic
fluorochrome JC-1 is present as protomeric aggregates in mitochondria with high membrane potential and emits
light in the orange spectrum (590 nm) when excited at 488 nm. In mitochondria with low membrane potential,
JC-1 is present as monomers that emit light in the green spectrum (525 nm). From each sperm sample, 100 pL
(35 x 10° cells/mL) were diluted in 400 pL of isotonic buffered diluent containing 3 pL of JC-1 (1 uM final
concentration) and then mixed and incubated at 38°C for 30 min. The samples were mixed before flow cytometry
analysis. The percentage of orange stained cells, which represents the population of male germ cells with high
mitochondrial membrane potential (hMMP), was recorded.

2.10 Assessment of Calcium Influx in Spermatozoa

Calcium influx and the specific response to bicarbonate in liquid preserved boar spermatozoa were assessed as
described in Henning et al. (2012) with minor modifications. Three types of a Tyrode’s medium were used for
exposing spermatozoa to capacitating or non-capacitating conditions. The complete Tyrode’s medium or
TyrBicCa consisted of 96 mM NaCl, 20 mM HEPES, 5 mM glucose, 3.1 mM KCl, 0.4 mM MgSO,, 0.3 mM
KH,PO4, 100 pg/mL gentamycin sulfate (SERVA, Heidelberg, Germany), 20 pg/mL phenol red, 1.0 mM
sodium pyruvate, 21.7 mM sodium lactate, 3 mg/mL bovine serum albumin (Cohn’s fraction V, fatty acid free),
15 mM NaHCO; and 2 mM CaCl,. In the non-capacitating control media, either bicarbonate (TyrCa) or both,
bicarbonate and CaCl, (TyrControl), were omitted. In TyrControl 1 mM Na,-EGTA (disodium ethylene glycol
tetracetate) was added. All media were adjusted to a pH of 7.4 at 38°C and an osmolality of 300+5 mOsmol/kg.
For equilibration, TyrBicCa was kept in an incubator (38°C) under 5% CO, and 100% humidity, whereas TyrCa
and TyrControl were kept sealed in a heating cabinet (38°C).

Spermatozoa were prepared by adding 2 pL of a Fluo-3/AM stock solution (1 mM in DMSO) to 2 mL of sperm
suspensions (20 x 10° spermatozoa/mL) and incubated in the dark at room temperature. After 30 min,
spermatozoa were centrifuged through a discontinuous gradient of 35 and 70% iso-osmotic Percoll® saline
essentially as described by Harrison et al. (1993). Spermatozoa were layered over a two-step gradient of 4 mL of
35 % Percoll-saline on 2 mL of 70% Percoll-saline. Tubes were centrifuged at 300 g for 10 min followed by 15
min at 750 g. After centrifugation, the supernatant was aspirated and sperm pellet was resuspended in
TyrControl without RSV and BSA. The suspension of Fluo-3 loaded and washed sperm was kept in the dark at
ambient temperature and used within 30 min of preparation. Aliquots of 5 pL of Fluo-3-loaded sperm were
diluted in 995 puL of TyrBicCa, TyrCa or TyrControl medium without RSV added and supplemented with PI
(final concentration 2.5 pg/mL) and Hoechst 33342 (final concentration 0.75 pg/mL). Samples were analyzed
after 3 and 60 min on the DAKO Galaxy flow cytometer. Signals for PI distinguished between death cells with
defective plasma membranes (PI-positive) and live cells with intact plasma membranes (PI-negative), whereas
Fluo-3 signal subdivided the PI-negative spermatozoa population into cells with a low Fluo-3 fluorescence signal
(live, low-Ca®" sperm cells; Fluo-3-negative) and those with a higher Fluo-3 fluorescence signal (live, high-Ca*"
sperm cells; Fluo-3-positive). The change in the amount of a spermatozoa subpopulation between 3 and 60 min
of incubation in TyrBicCa, TyrCa or TyrControl medium indicates the responsiveness of a sperm sample to
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capacitating conditions (Henning et al., 2012; Schmid et al., 2013). Responsiveness was calculated as changes in
the live, low- Ca>" subpopulation (PI-negative/ Fluo-3-negative; A = 60 min-3 min). The specific response to
bicarbonate upon exposure of spermatozoa to capacitating conditions was calculated as the difference in the
responsiveness to incubation conditions in TyrBicCa (A60-3) and TyrCa (A60-3) as described in Schmid et al.
(2013).

2.11 Quantification of ATP Spermatozoa Content

ATP content of spermatozoa was quantified at storage temperature as well as after incubation at 38°C. The
assessments were done according to Long and Guthrie (2006) with minor modifications. Immediately after
removal from the refrigerated incubator, a total of 100 pL of stored semen (20 x 10° spermatozoa/mL) was mixed
with 1 uL of phosphatase inhibitors. Another 100 puL of stored semen were incubated with 5 % CO, at 38.5°C for
40 min and then 1 pL of phosphatase inhibitors was added. After 30 min incubation with inhibitor at room
temperature, spermatozoa were frozen and stored at -20°C. For ATP extraction, samples were boiled for 10 min
with 900 pL of boiling buffer (50 mM Tricine, 10 mM MgSQO,, 2 mM EDTA, pH= 7.8) and then chilled on ice for
10 min and centrifuged at 5,000 g for 30 min at 4 °C. ATP content was measured in 25 pL of the supernatant using
the ATP bioluminescent assay kit (FL-AA) from Sigma-Aldrich® following the manufacturer’s guidelines. The 96
well microtiter plates were measured in a SpectraFluor Plus plate reader (Tecan Group Ltd., Maennedorf,
Switzerland).

2.12 Statistical Analysis

A power analysis was conducted to determine the appropriate number of animals and samples. The mean and
standard error of the mean were calculated for descriptive analysis. Q-Q plots were used to check for departures
from the normal distribution. All the sperm variables satisfied the normality requirement for a parametric
analysis of variance.

The effects of treatment (untreated and Resveratrol) and storage time (1, 4 and 7 days) on several seminal
characteristics (motility, ATP content, viability, plasma membrane phospholipid disorder, acrosomal membrane
integrity, mitochondrial membrane status and intracellular calcium content) were analyzed statistically using a
General Linear Model, mixed-effects model (with boars and ejaculates within boars as random effects and
treatment and storage time as fixed effects) was applied to the experimental design. Bonferroni’s test was used to
perform post hoc tests. The Pearson’s correlation test was used to study the correlation among the quantity of
ATP with different motility parameters (percentage of motile spermatozoa, VCL, VAP and VSL) and resveratrol
concentration used. All analyses were performed using SPSS v15.0 for Windows software (SPSS Inc. Chicago,
IL). The level of significance was set at p < 0.05, except for the study of correlation where the level of
significance was set at p < 0.01.

3. Results

In this work, the possible effect of solvent DMSO (0.14 %) was tested for all investigated parameters and no effect
was observed compared with semen stored in BTS alone (data not shown).

3.1 Effect of Resveratrol on Spermatozoa Motility During Boar Semen Storage at 17°C in BTS

To evaluate the effect of RSV in spermatozoa motility parameters during semen storage, boar seminal doses were
diluted in BTS without or with different concentrations of RSV (10, 33, 66 and 100 uM). After BTS dilution (day
0) and after 1, 4 and 7 days of storage at 17°C, seminal doses were incubated with 5% CO, at 38.5°C during 40 min
to ensure motility and then motility parameters were evaluated (experimental design 1).

At low doses (10 and 33 uM) RSV addition was without effect in the percentage of motile spermatozoa (Table 1).
However, addition of higher doses of RSV (66 and 100 uM) caused a statistically significant reduction in the
percentage of motile spermatozoa starting at 4 days of storage (Table 1). A similar RSV effect was observed in the
velocity parameters (Table 1) with a clear and statistically significant reduction in VCL (Table 1), VAP and VSL
(data not shown) in spermatozoa stored in presence of 66 and 100 uM of RSV.

Addition of RSV was without any effect in both the linearity of spermatozoa movement, as well as in the
percentage of spermatozoa showing progressive movement at any dose or storage time (Table 2).
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Table 1. Spermatozoa motility parameters after addition of different resveratrol concentrations to boar semen
doses preserved at 17°C for 7 days

MOTILE SPERMATOZOA (%) CURVILINEAR VELOCITY (um/s)

Day 0 Day 1 Day 4 Day 7 Day 0 Day 1 Day 4 Day 7
BTS 91.0£1.7%"  89.8+1.5™'  79.1x3.2 76.4+4.85%  78.1+4.2%" 75447
RSV10 91.042.4%'  88.5:2.2'  79.8+3.7"! 76.6£4.7°  722+4.1% 763443
RSV33  93.4£1.7° 91323  86.3+2.0%"  72.9+5.4" 74.6£5.4° 78347 70.4+4.1%"  65.6+4.6%"
RSV66 86.8+3.3*>"  80.6+2.7%?  60.4+6.1% 76.9+3.7%  62.6£3.5%%  53.5+3.9%23
RSV100 83.143.6*>'  71.944.77  51.245.7% 64.343.6°  47.3+4.7°% 443432

Boar seminal doses were preserved at 17°C during 7 days in BTS in absence or presence of different concentrations
of RSV (10, 33, 66 and 100uM). Percentage of motile spermatozoa and curvilinear spermatozoa velocity (VCL in
pm/s) were measured by CASA system (ISAS®) as described in Materials and Methods. Results are expressed as
mean + standard error of the mean (SEM) (n=12). Within a parameter (column) or within a RSV concentration
given (row), different superscripts (*™) mean statistical differences between days. Within a parameter and for a
given day of preservation, differences between RSV concentrations are indicated by different numerical
superscript (" *?).

Table 2. Spermatozoa motility parameters after addition of different resveratrol concentrations to boar semen
doses preserved at 17°C for 7 days.

PROGRESSIVE MOTILITY (%) LINEARITY INDEX (%)

Day 0 Day 1 Day 4 Day 7 Day 0 Day 1 Day 4 Day 7
BTS 52.8434%  55.5:3.0%"  56.8+4.0™"  47.6+33" 613+1.6° 61.9+1.6%"  61.8+2.0%"  56.1+1.9%!
RSV10 581429 56.043.0%"  48.8+3.4% 62.8+1.5%"  61.521.6%  56.7+1.8%!
RSV33 548433%0  58.143.6% 513216 61.0+1.6 61320 56.5:0.9%!
RSV66 545:3.1%0 6103280 512418 59.0:1.7°%1  60.9£1.8%"  542+1.3%!
RSV100 58.6+2.0%" 579435 482+1.6% 60.0+1.3%"  57.142.0™"  51.041.1°!

Boar seminal doses were preserved at 17°C during 7 days in BTS in absence or presence of different concentrations
of RSV (10, 33, 66 and 100uM). Progressive motility and linearity index was measured by CASA system (ISAS™)
as described in Materials and Methods. Results are expressed as mean + standard error of the mean (SEM) (n=12).
Within a parameter (column) or within a RSV concentration given (row), different superscripts (**°) mean
statistical differences between days. Within a parameter and for a given day of preservation, differences between
RSV concentrations are indicated by different numerical superscript (7).

Table 3. Spermatozoa viability and the integrity of acrosome and plasma membranes after addition of different
resveratrol concentrations to boar semen doses preserved at 17°C for 7 days

PLASMA MEMBRANE PHOSPHOLIPID

CELL VIABILITY (SYBR-14"/PI') ACROSOME INTEGRITY (PNA'/PT') DISORDER (M540°YOPRO")
Day 0 Day 1 Day 4 Day 7 Day 0 Day 1 Day 4 Day 7 Day 0 Day 1 Day 4 Day 7
BTS  93.4:1.7° 926+0.5 91.8+0.8" 892x13"" 3.7+0.5° 42+0.7°" 49+08~" 8.1x1.7°" 8.6£0.8" 88+0.6"  15.0+2.9°"" 22.0+4.1™
RSV10 91.5£0.6% 892+ 1.1%"  88.7+0.8" 4.0£0.5%"  57£1.0°" 94425 10.5£0.7%"  14.242.9*™"  21.124.7%!
RSV33 91.7£0.5%"  88.9+ 1.0  88.8+0.8% 4.0£0.5%" 52407 9.2+2.2"! 101208 15.9+£3.3*"  259+5.8"!
RSV66 91.3+04%  89.5+1.0% 88.1=%1.0" 4.0£04""  5.6x0.8">"  10.8+2.7" 10.5+0.8%"  20.044.2%¢!  28.3+5.8%!
RSV100 91.5£0.7%"  89.8+ 1.1  86.1+ 1.7% 4207 49408 12.3+2.9"! 9.9+0.8%! 22.8+4.6""  41.6+6.1°%

Boar seminal doses were preserved at 17°C during 7 days in BTS in absence or presence of different concentrations
of RSV (10, 33, 66 and 100 uM). Percentages of cell viability, plasma membrane phospholipid disorder and
acrosomal integrity of spermatozoa were measured by flow cytometry as described in Materials and Methods.
Results are expressed as mean + standard error of the mean (SEM) (n=12). Within a RSV concentration given
(row), differences between days for a given parameter (column) are indicated by different superscripts (“>).
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Within a parameter and for a given day of preservation (column), differences between RSV concentrations are
indicated by different numerical superscript ("% >).

3.2 Effects of Resveratrol on the Viability, Plasma Membrane Phospholipid Disorder and Acrosome Membrane
Integrity of Spermatozoa During Boar Semen Storage at 17°C in BTS

To evaluate the effect of RSV in spermatozoa viability, plasma membrane phospholipid disorder and acrosome
membrane integrity during semen storage we used the experimental design 1 described in materials and methods.

The storage of boar semen in the presence of different doses of RSV (10, 33, 66 and 100 uM) did not affect either
the percentage of viable spermatozoa with an intact plasma membrane or the percentage of spermatozoa presenting
altered acrosomal membrane, compared with BTS alone at any storage time or dose (Table 3).

Only the highest doses of RSV used (100 pM) caused a statistically significant increase in the percentage of
spermatozoa showing a higher disorder on plasma membrane phospholipid on day 7 of semen storage (Table 3).

3.3 Calcium Influx and the Specific Response to Bicarbonate in Boar Semen Stored at 17°C in BTS in Presence of
RSV

To evaluate the effect of RSV on calcium influx and the specific response of boar spermatozoa to bicarbonate, boar
seminal doses were diluted in BTS without or with different concentrations of RSV (33 and 100 uM). At 1, 4 and
7 days of storage at 17°C, specific response to bicarbonate upon exposure of spermatozoa to capacitating
conditions was calculated as the difference in the responsiveness to incubation conditions in TyrBicCa (A60-3) and
TyrCa (A60-3). Only boar seminal doses incubated with the highest dose of RSV show a statically significant
reduction in the specific response to bicarbonate after 7 days of storage at 17°C, with a 3-fold decrease compared
with BTS alone (Table 4).

Table 4. Specific response to bicarbonate in boar semen doses supplemented with different resveratrol
concentrations and preserved at 17°C

SPECIFIC RESPONSE DESTABILIZING EFFECT OF
BICARBONATE EXTRACELLULAR CALCIUM
Day 1 Day 4 Day 7 Day 1 Day 4 Day 7
BTS 43.9+4.1%"  33.0£4.2%"  21.5+4.2"! 1.3£0.9*' 3.7£1.4% 1.6+1.3%!
RSV33  483+3.5%"  39.7+£22%"  23.9+3.7"! 3.8+1.7% 1.8+1.1% 3.542.9%!
RSV100 443+6.4%"  29.9+46  6.8+5.2"7 2.0+1.2! -0.1£0.5! 11.5+4.0%

Responsiveness of spermatozoa was calculated as changes in the live, low- Ca®" subpopulation (PI-negative/
Fluo-3-negative) at the beginning (3min) and after 60 min of incubation (A = 60 min-3 min) in TyrBicCa, TyrCa or
TyrControl. The specific response to bicarbonate describes the difference in the responsiveness in TyrBicCa and
TyrCa. The destabilizing effect of extracellular calcium was calculated as the difference in the responsiveness in
TyrCa and TyrControl. Results are mean + standard error of the mean (SEM) (n=8). Within a treatment (row),
differences between days for a given spermatozoa response (column) are indicated by different superscripts (*°).
Within a given time (column), differences between RSV concentrations are indicated by different numerical
superscript ("*?).

In addition, the destabilizing effect that can be attributed to the presence of extracellular calcium was monitored as
the difference in the responsiveness to incubation conditions in TyrCa and TyrControl. After 7 days storage at
17°C, seminal doses stored in presence of RSV 100 uM showed a statistically significant increase in the amount of
spermatozoa that destabilized due to the presence of extracellular calcium. Values were 7-fold higher when
compared with BTS alone (Table 4).

3.4 Effects of Resveratrol on Mitochondrial Membrane Potential and ATP Content of Boar Semen Preserved at
17°C in BTS

To evaluate the effect of RSV on mitochondrial membrane potential during semen storage, boar seminal doses
were diluted in BTS without or with different concentrations of RSV (10, 33, 66 and 100 uM; experiment 1). After
BTS dilution (day 0) and after 1, 4 and 7 days of semen storage at 17°C, mitochondrial membrane potential of
spermatozoa was evaluated. Supplementation with any dose of RSV causes a significant decrease in the percentage
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of spermatozoa displaying high MMP at any time of semen storage (Table 5), showing the higher and statistically
significant effect at 1-day storage at 17°C for any dose of RSV use (Table 5).

Table 5. Mitochondrial membrane potential after addition of different resveratrol concentrations to boar semen
doses preserved at 17°C for 7 days

HIGH MITOCHONDRIAL MEMBRANE POTENTIAL (%)

Day 0 Day 1 Day 4 Day 7
BTS 73.542.6°  65.8 +3.9%! 76.4+ 2.8%! 76.2 + 4.2%!
RSV10 35.7+ 8.7°2 404+ 11.1"  44.9+ 10.5
RSV33 383+£8.0%12  522+6.8%  50.0+9.0*>?
RSV66 32.4+ 8.7 555+ 6.1**" 593 +6.1%>!2
RSV100 31.7+ 8.1%¢2 50.1+ 8.1*!  62.0+ 6.0

Boar seminal doses were preserved at 17°C during 7 days in BTS in absence or presence of different concentrations
of RSV (10, 33, 66 and 100uM). Percentage of spermatozoa with high mitochondrial membrane potential was
measured by flow cytometry as described in Materials and Methods. Results are expressed as mean + standard
error of the mean (SEM) (n=12). Within a treatment (row), differences between days (column) are indicated by
different superscripts (“>°). Within a given time (column), differences between RSV concentrations are indicated
by different numerical superscript ().

To evaluate the effect of RSV on ATP content during semen storage, boar seminal doses were diluted in BTS
without or with different concentrations of RSV (33 and 100 uM; experiment 2). ATP content was determined
directly from the stored samples (17°C) and after 40 min incubation at 38.5°C under 5% CO, atmosphere to
activate spermatozoa. Compared with BTS alone, both concentrations of RSV (33 and 100 uM) caused a clear and
statistically significant decrease in the ATP content of spermatozoa at any time storage. The decrease in ATP
content was present under unstimulated and stimulated conditions (Table 6). Analysis of data showed a
statistically significant negative correlation between ATP concentration of spermatozoa and the dose of RSV used
(r=-0.767, p<0.01). Moreover, further analysis of data from semen stored at 17°C showed a significant positive
correlation between the spermatozoa ATP content (Table 6) and the percentage of motile spermatozoa (1=0.463;
p<0.01), VCL (r=0.380; p<0.01), VAP (r=0.489; p<0.01) and VSL (r=0.557; p<0.01).

Table 6. ATP levels in spermatozoa of boar semen doses supplemented with different resveratrol concentrations
and preserved at 17°C

ATP Content (pmol/l()6 spermatozoa)

Day 1 Day 4 Day 7

BTS 119.0+£21.4%"  138.0£13.4%"  107.2+13.1%!
17°C . RSV33  22.9+5.0* 49.3+13.3%%  34.0+5.0%?
(Unstimulated)

RSV100 8.2+1.9*2 8.74+2.3% 9.542.7*2

BTS 104.6£17.2*"  94.4+18.6>"  98.7+17.0%!

. o =0

40 min, 38.5°C, 5% CO»  pqvaz 2084387 1984387 262451
(Stimulated)

RSV100 6.9+1.8*2 7.3+2.2%2 4.542.1*?

Boar seminal doses were preserved at 17°C during 7 days in BTS in absence or presence of different concentrations
of RSV (33 and 100 uM). Spermatozoa ATP content was measured as described in Materials and Methods. Results
are expressed as mean + standard error of the mean (SEM) (n=6). Within a RSV concentration (row), different
superscripts (*"°) indicate statistical differences between days. Within a preservation day (column) differences
between RSV concentrations are indicated by different numerical superscript ('*). Within a day of preservation
and treatment, differences between unstimulated and stimulated are indicated as (*).
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4. Discussion

At present, a large number of studies show that the natural polyphenol resveratrol may be beneficial to many
aspects of cell function and animal health; however, this compound displays a dichotomy: low doses can improve
cell function while high doses increase cell death with a concomitant decrease in the mitochondrial membrane
function (Fulda et al., 2010; Low et al., 2010; Pervaiz & Holme, 2009; Sareen et al., 2006; Zini et al., 1999; Zunino
& Storms, 2006). Regarding male reproductive system, some studies have focused in the actions of resveratrol
with divergent results (Branco et al., 2010; Collodel et al., 2011; Garcez et al., 2010; Juan et al., 2005; Ourique et
al., 2013; Silva et al., 2012).

In the present study, results obtained with conventional parameters to determine the quality of boar semen doses do
not allow to respond to the question of whether RSV addition improves preservation of semen doses stored at 17°C
or whether has an adverse effect. 1) Our data do not show any adverse effect of RSV on the plasma membrane
integrity (viability) of boar spermatozoa preserved in seminal doses in BTS at 17°C with no cytotoxic activity at
any dose or time evaluated; thus boar spermatozoa are less sensitive to the possible harmful of RSV than swim-up
selected human spermatozoa where treatment with 100 uM RSV caused almost a 100% of spermatozoa death
(Collodel et al., 2011); 2) Moreover, our study shows that supplementation of boar semen with high doses of RSV
causes a small decrease in the percentage of total motile spermatozoa as well as in spermatozoa velocities after 4
and 7 days storage whereas low doses of RSV are without any effect on sperm motility parameters. Similar results
were obtained in swim-up selected human spermatozoa where high doses of RSV were able to inhibit progressive
motility whereas low doses of RSV cause high values of progressive motility (Collodel et al., 2011); however, the
addition of RSV before ram sperm cryopreservation was without effect on progressive motility (Silva et al., 2012),
whereas addition of RSV to ram spermatozoa kept at 5°C for 9 days induced a significant lower reduction in
spermatozoa motility (Sarlos et al., 2002); 3) Regarding RSV effect in the plasma membrane phospholipid
disorder and acrosomal membrane integrity during boar semen storage, results obtained are similar to those in
sperm motility. Whereas high doses of RSV show a slight negative effect in the percentage of spermatozoa
showing high plasma membrane phospholipid disorder after 7 days liquid storage, however, RSV doses of
10-66 uM pM are without any effect in these parameters. In the case of ram semen cryopreserved with RSV there
were no differences among different doses (from 5 to 20 pg/mL) with regards both plasma membrane or acrosome
integrity (Silva et al., 2012) or even a decrease was observed in the percentage of ram spermatozoa with acrosomal
damage after long term storage at 5°C (Sarlos et al., 2002). In summary, the use of conventional sperm parameters
to test the quality of boar semen doses incubated in presence of RSV does not allow us to point to a potential
beneficial effect of this polyphenol in the cellular function of spermatozoa during boar semen storage at 17°C.

Contradictory results with RSV supplementation could be attributed to RSV action being affected by several
factors including animal species under study, extender medium used or to the treatment of sperm samples
(cryopreservation, swim-up or refrigerated storage). Moreover, conventional sperm parameters used to test the
quality of boar semen doses mostly are too insensitive to assess the fertilization potential of liquid stored semen
(Waberski et al., 2011). In recent studies, effort has been focused to test whether spermatozoa membranes retain
their ability to respond to oviductal signals, considering dynamic responses in spermatozoa under experimentally
mimicked fertilizing conditions (Henning et al., 2012; Petrunkina et al., 2005a). Several studies have indicated that
a certain subpopulation of boar spermatozoa may loose their responsiveness to the capacitating stimulus
bicarbonate during hypothermic storage (Green & Watson, 2001; Guthrie & Welch, 2005; Harrison et al., 1996;
Petrunkina et al., 2005b). Henning et al. (2012) showed that the comparison of calcium-dependent spermatozoa
responses between three different media, capacitating Tyrode’s medium, (including calcium and bicarbonate),
bicarbonate-free Tyrode’s medium and calcium- and bicarbonate-free medium, sensitively detected
storage-related changes in the spermatozoa population. Our results show that previous incubation in the presence
of RSV 33 uM is unable to revert the decline in the response to bicarbonate and therefore the increasing inherent
instability brought about by liquid storage time of boar semen. Moreover, conservation of seminal doses in the
presence of RSV 100 uM induces a significant higher reduction in the response to bicarbonate together with a
significant increase in the response to calcium in extended boar semen stored at 17°C. As calcium is a source of cell
instability this loss in the calcium homeostasis is proposed to be the best parameter to assess the destabilization of
spermatozoa membrane (Henning et al., 2012). Our results show that addition of RSV to extended boar semen
stored at 17°C induces a higher loss of calcium homeostasis related with a greater membrane destabilization which
compromises capacitation dynamics and thereby the chances of fertilization.

Our more evident result is likely the diminution of mitochondrial membrane potential observed in spermatozoa
treated with any concentration of RSV (10-100 puM). Similar results were obtained in frozen-thawed ram
spermatozoa showing the control group a higher proportion of spermatozoa with high mitochondrial membrane
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potential than in RSV 20 pg/mL treated group (Silva et al., 2012). The decrease in the mitochondrial membrane
potential caused by RSV has been widely described in somatic cells and has allowed its use in cancer treatment
since RSV is able i) to regulate the mitochondrial permeability transition pore (Zunino & Storms, 2006), ii) to
increase the mitochondrial superoxide production (Low et al., 2010), iii) to decrease the mitochondrial membrane
potential (Sareen et al., 2006; van Ginkel et al., 2007) and iv) to disrupt the mitochondrial respiratory chain (Zheng
& Ramirez, 2000; Zini et al., 1999). The ATP content diminution in RSV treated boar spermatozoa is very clear in
our study, falling between 3-6 times when using 33 pM RSV and 10 to 20 times when using 100 uM RSV.
Spermatozoa movement requires ATP hydrolysis catalysed by dynein ATPases localized at the axoneme (Tash
1989). The amount of ATP in non-treated samples does not vary along the time of preservation (p>0.05), which is
in agreement with previous results from Long and Guthrie (2006) in boar seminal doses, although our values are
slightly higher. We have obtained much lower values of ATP in spermatozoa treated with 33 and 100 uM RSV
compared with control spermatozoa at any time of preservation, which can be the cause for a parallel decrease in
sperm motility. Positive correlations were found between the amount of ATP and the percentage of motile
spermatozoa in the RSV treated samples compared to control. This finding confirms the work of Gogol et al. (2009)
demonstrating that when ATP levels of boar seminal doses decreases, the percentage of motile spermatozoa also
decrease. In addition, we have found a significant correlation between spermatozoa ATP level and velocities that
may explain why those spermatozoa from seminal doses treated with RSV that contain lower amount of ATP than
control (BTS), move with lower velocities.

5. Conclusions

Besides its possible negative effect in spermatozoa function, addition of RSV has been recommended in human
sperm prior ICSI because it reduces sperm DNA damage during the process of cryopreservation (Branco et al.,
2010), prevents lipid damage induced by cryopreservation (Garcez et al., 2010) and is able to protect sperm against
oxidative stress (Collodel et al., 2011). However, in boar spermatozoa, the loss in specific reactivity to capacitating
stimuli together with the fall in ATP content, the mitochondrial membrane potential reduction, the increase of
plasma membrane phospholipid disorder and the lower percentage of motile spermatozoa lead us to assume that
RSV treated samples could be considered subfertile compared with semen stored hypothermically in the standard
extender BTS. Our results do not support the use of RSV as a potential supplement to improve the quality of
extended boar semen during storage at 17°C.
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Boar semen preservation for later use in artificial insemination is performed by diluting
semen in an appropriate medium and then lowering the temperature to decrease sper-
matozoa metabolism. The adenosine monophosphate-activated kinase, AMPK, is a key cell
energy sensor that controls cell metabolism and recently has been identified in boar
spermatozoa. Our aim was to investigate the role of AMPK in spermatozoa functional

Ig?; ‘;Vggf;;n storase parameters including motility, mitochondrial membrane potential, plasma membrane
AMPK & integrity, acrosome integrity, and cell viability during long-term boar semen storage at 17

Motility °C in Beltsville thawing solution. Boar seminal doses were diluted in Beltsville thawing
Viability solution in the presence or absence of different concentrations of AMPK inhibitor,
Membrane integrity compound C (1, 10, and 30 pM) and evaluations were performed at 1, 2, 4, 7, or 10 days.
Acrosomal integrity Data demonstrate that AMPK becomes phosphorylated at threonine!’? (active) during
storage of boar semen reaching maximum levels at Day 7. Moreover, AMPK inhibition
during boar semen storage causes: (1) a potent inhibition of spermatozoa motility; (2)
a reduction in the percentage of spermatozoa showing high mitochondria membrane
potential; (3) a rise in the percentage of spermatozoa displaying high plasma membrane
scrambling; and (4) a loss of acrosomal membrane integrity. Our study suggests that AMPK
activity plays an important role in the maintenance of the spermatozoa quality during

long-term storage of boar semen.
© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction appropriate medium and then lowering the temperature

[1]. Several commercial boar semen extenders have been

Pig production includes the development of seminal
doses in liquid state, which is stored at 15 °C to 20 °C for
several days until semen is used for artificial insemination
(AI) [1]. To preserve spermatozoa for prolonged periods,
the metabolic activity of these germ cells needs to be
reduced and this is accomplished by diluting semen in an

* Corresponding author. Tel.: +34 927 257100 x51327; fax: +34 927
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0093-691X/$ - see front matter © 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.theriogenology.2013.02.015

proposed [2], although the most widely used extender is
the Beltsville thawing solution (BTS), developed by Pursel
and Johnson [3] for thawing boar spermatozoa frozen in the
pellet form, and later adapted for liquid storage by Johnson
et al. [4]. One of the basic requirements in the development
of extenders is to allow cooled spermatozoa an optimum
use of energy sources present, mainly in the so-called long-
term extenders designed for semen storage for more than 3
days [2]. To date, the improvement of extenders for use in
swine Al with cooled semen has been approached in
studies based on: (1) the evaluation of the metabolic
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substrates used by spermatozoa to obtain energy; or (2) the
addition of compounds that minimize the alterations in the
extender because of spermatozoa activity, such as oxidative
stress, pH fluctuations, or those that protect spermatozoa
from cold shock [5]. However, as far as we know, no works
have been performed aimed to study kinase-orchestrated
intracellular pathways that regulate spermatozoa physi-
ology during long-term boar semen storage at 17 °C.

Recently, we have identified for the first time the pres-
ence of the adenosine monophosphate (AMP)-activated
protein kinase (AMPK) in mammalian spermatozoa [6].
The AMPK is an enzyme conserved along the eukaryote
kingdom that senses intracellular AMP levels and controls
cell metabolism [7] and therefore could act as a key mole-
cule in the spermatozoa adaptation to the long-term storage
process. In addition to allosteric activation by AMP, phos-
phorylation of threonine (Thr)!”? in its o subunit appears
to be essential for AMPK activity because site-directed
mutagenesis of Thr'’? to alanine completely abolishes
kinase activity [8,9]. In energy-limiting conditions or diff-
erent cellular stresses, AMPK becomes activated and phos-
phorylates several downstream substrates, leading to
inhibition of ATP-consuming pathways (e.g., fatty acid and
cholesterol synthesis) and simultaneously to activation
of ATP-generating pathways (e.g., fatty acid oxidation and
glycolysis) [10,11].

Because long-term semen storage at 17 °C is accompa-
nied by intense metabolic and energetic changes in the
spermatozoa, our objective was to study AMPK expression
in these germ cells and its possible function in the main-
tenance of the quality of extended boar semen during long-
term storage at 17 °C in BTS.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and sources

Beltsville thawing solution was from Minitub Iberica
(Tarragona, Spain); LIVE/DEAD Sperm Viability Kit including
propidium iodide (PI) and SYBR-14 probes, and mer-
ocyanine 540 (M540) and YoPro-1 probes were purchased
from Molecular Probes (Leiden, The Netherlands); 6-[4-(2-
Piperidin-1-ylethoxy) phenyl]-3-pyridin-4-ylpyrazolo[1,5-
a|pyrimidine (compound C; CC) and FITC-PNA were from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA); anti-AMPKa antibody
was from Cell Signaling (Beverly, MA, USA); anti-P-Thr!72-
AMPK antibody was from Santa Cruz Biotechnology (lot
H0210; Santa Cruz, CA, USA); coulter isoton II diluent
was purchased from Beckman Coulter, Inc. (Brea, CA, USA);
5,5,6,6'-tetrachloro-1,1’,3,3' tetraethylbenzymidazolyl car-
bocyanine iodine (JC-1) probe, Alexa Fluor 488 goat anti-
rabbit IgG, and ProLong gold antifade reagent with
4.6-diamidino- 2-phenylindole hydrochloride (DAPI) were
from Life Technologies Ltd. (Grand Island, NY, USA); and
microscope slides coated with L-lysine were from Electron
Microscopy Sciences (Hatfield, PA, USA).

2.2. Boar semen collection and storage

Fresh ejaculate samples from 6 boars (Duroc breed, 2-4
years of age) housed at a commercial insemination station

(Tecnogenext, S.L., Mérida, Spain) were used as ejaculate
donors. The boars were housed in individual pens in an
environmentally controlled (15 °C-25 °C) building and
received the same diet. Artificial insemination using
preserved liquid semen from these boars demonstrated
their fertility. Fresh ejaculates were collected with the
gloved hand technique and immediately placed in a water
bath at 37 °C. After collection, a computer-assisted sperm
analysis (CASA) system (ISASPsus; Proiser R+D, S.L,
Paterna, Valencia, Spain) was used for evaluation of sperm
characteristics (sperm concentration, motility, and normal
morphology). Only ejaculates with at least 80% morpho-
logically normal spermatozoa, 70% motile spermatozoa,
and a total number of spermatozoa greater than 10 x 10°
were used. Immediately after collection, five subsamples of
each whole ejaculate were diluted in BTS extender, to
a final concentration of 35 x 10° cells per mL. The extended
semen from each subsample was then stored in commer-
cial seminal dose bags in a semen storage unit at 20 °C-
22 °C (Climate box; IMV Technologies, Humeco, Huesca,
Spain) for approximately 60 minutes for transit to the
laboratory. Sperm subsamples were treated as follows: (1)
addition of a widely used inhibitor of the AMPK activity in
somatic cells, CC (12.5 mM stock solution in dimethyl
sulfoxide) at different final concentrations of 1, 10, or 30
uM; the CC is a cell-permeable pyrrazolopyrimidine
molecule that acts as a potent, selective, reversible, and
ATP-competitive inhibitor of AMPK (K; = 109 nM in the
presence of 5 uM ATP and the absence of AMP); (2) addition
of the highest DMSO concentration (0.24%) used to dilute
CC; and (3) without any addition, untreated subsample
(BTS). An aliquot of BTS subsample was analyzed for sperm
quality (Day 0) before doses were stored in a refrigerated
incubator (FOC 225 I; VELP Scientifica, Usmate, Italy) at
17 °C for 10 days. An aliquot of each subsample was
removed and analyzed for sperm quality on Days 1, 2, 4, 7,
and 10.

2.3. Western blot analysis

Spermatozoa were centrifuged for 20 seconds at
7000 x g, washed with phosphate buffered saline (PBS)
supplemented with 0.2 mM Na3VO4 and then lysated in
a lysis buffer consisting of 50 mM TRIS/HCI, pH 7.5, 150 mM
NaCl, 1% Triton X-100, 1% deoxycholate, 1 mM ethylene
glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraacetic ~ acid
(EGTA), 0.4 mM 2-({2-[Bis(carboxymethyl)amino]ethyl}
(carboxymethyl)amino)acetic acid (EDTA), protease inhib-
itor cocktail (Complete; EDTA-free), and 0.2 mM Na3VOg,
followed by sonication for 5 seconds at 4 °C. After 20
minutes at 4 °C, samples were centrifuged at 10,000 x g (15
minutes, 4 °C) and the supernatant (lysate) was collected for
AMPK and phospho-AMPK analysis after evaluation of
protein concentration using a BioRad protein assay reagent.
Proteins from porcine spermatozoa lysates were resolved
using 10% SDS-PAGE and electro-transferred to nitrocellu-
lose membranes. Western blot analysis was performed as
previously described in these germ cells [6] using anti-
AMPKa. (1:1000), anti-phospho-Thr'7>-AMPKa. (1:500), and
anti-glycogen synthase kinase 3f (1:2000) polyclonal
antibodies as primary antibodies.
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24. Immunolocalization of AMPKw in boar spermatozoa
using immunofluorescence

Aliquots of 40 UL of sperm samples were fixed with 4%
paraformaldehyde for 4 minutes and then spread onto
poly-L-lysine coated microscope slides and were then left
to air-dry. After three washings (5 minutes in PBS), sperm
samples were permeabilized by incubation for 10 minutes
at room temperature (RT) in PBS, pH 7.4, containing 0.25%
(vol/vol) Triton X-100. Then, samples were washed three
times with PBS and blocked by incubation with PBS
including 0.1% (vol/vol) Tween-20 and 1% (wt/vol) BSA for
30 minutes at RT. Incubation with the primary antibody,
AMPKa (1:100) diluted in blocking buffer was carried out
overnight at 4 °C. After the binding of specific antibody,
samples were washed thoroughly with PBS and incubated
with Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG (1:200) for 60
minutes at RT. As negative controls, samples incubated
with primary serum and without secondary antibody were
run in parallel. Slides were gently washed with PBS and
then incubated with 5 uL of a commercial solution of DAPI
125 ng/mL as a nuclear stain and an antifading mounting
solution. Any excess of liquid was eliminated and coverslips
were finally sealed with colorless nail polish and stored at
4 °C in the dark until microscope observation. Fluorescent
images were obtained using confocal laser scanning fluo-
rescence microscopy (Fluoview FV1000; Olympus, Tokyo,
Japan) and images were captured with the software Leica
Application Suite Advanced Fluorescence (LAS AF) (Leica
Microsistemas, S.L.U., Barcelona, Spain). The images were
processed using Adobe Photoshop CS5 (Adobe Systems,
Mountain View, CA, USA).

2.5. Evaluation of spermatozoa motility using a CASA (ISAS,
v1.2; Proiser R+D) system

Immediately after gentle mixing, 1 mL of stored semen
was taken from each bottle and examined for motility
pattern using a CASA system (ISAS program, v1.2; Proiser
R-+D). In previous motility analyses, seminal doses were
incubated with 5% CO at 38.5 °C during 30 minutes (Mini
Galaxy A; RS Biotech). A total of 2 pL of sample was placed
in a prewarmed counting chamber (Leja; Luzernestraat,
The Netherlands). Sperm motility analysis is based on the
examination of 25 consecutive digitalized images obtained
from several fields using a 10x negative-phase contrast
objective, and at least 300 spermatozoa per sample were
analyzed. Images were taken with a time-lapse of 1 second.
The number of objects incorrectly identified as sperma-
tozoa was minimized by adjusting the particle size analysis,
the minimum number of images per second (11) to analyze
the trajectory, and the connectivity value. All of them are
selectable features in the ISAS program, v1.2 (Proiser R+D).
In addition, the fields analyzed were reassessed to remove
impossible trajectories and analyzed particles that did not
correspond with sperm.

After acquiring five representative fields in a random
distribution, the following sperm motility parameters were
recorded: total motile spermatozoa (percentage of sper-
matozoa with an average path velocity >10 pm/s), pro-
gressively motile spermatozoa (percentage of spermatozoa

with a straightness coefficient >80%), curvilinear velocity
(VCL; pum/s), straight-line velocity (um/s), average path
velocity (umy/s), linearity coefficient (LIN; %), straightness
coefficient (%), wobble coefficient (%), and amplitude
of lateral head displacement (um). For porcine sperma-
tozoa the definition used for hyperactivated motility was
spermatozoa with VCL >95 umy/s, LIN <30%, amplitude of
lateral head displacement >3.5 pm, and wobble coefficient
<70%[12].

2.6. Flow cytometry analyses

Flow cytometry analyses were performed using a
Coulter EPICS XL-MCL flow cytometer (Beckman Coulter,
Inc.). The fluorophores were excited by a 200-mV argon ion
laser operating at 488 nm. A total of 10,000 gated events
based on the forward scatter and side scatter of the sperm
population recorded in the linear model were collected per
sample to a running rate of approximately 500 events per
second. Fluorescence data were collected in the logarithmic
mode and analyzed using a FACStation and EXPO 32 ADC
software (Beckman Coulter, Inc.).

2.7. Analysis of spermatozoa viability using flow cytometry

As described previously [13] fluorescent staining using the
LIVE/DEAD Sperm Viability Kit Sperm Viability Kit (Molecular
Probes) was performed to assess porcine spermatozoa
viability. Briefly, 5 pL of SYBR-14 (2 uM) and 10 pL of PI (5 uM)
were added to 500 L of diluted semen sample in isotonic
buffered diluent Coulter Isoton Il and incubated for 20 minutes
at room temperature in the darkness. After incubation, cells
were analyzed using flow cytometry and the percentage of
viable spermatozoa was expressed as the average of the
percentage of SYBR14-positive and PI-negative spermatozoa.

2.8. Evaluation of the spermatozoa plasma membrane
integrity

Spermatozoa plasma membrane integrity was assessed
by staining with M540 and plasma membrane permeability
by staining with YoPro-1. Aliquots of 100 pL of each semen
sample (35 x 108 cells per mL) were diluted in 400 pL
of isotonic buffered diluent containing 75 nmol/L YoPro-1,
which were then mixed and incubated at 38 °C for
15 minutes. Just before analysis, M540 was added to each
sample to a final concentration of 2 pmol/L, incubated for 2
minutes and remixed before flow cytometry analysis.
Labeled spermatozoa were categorized as: (1) viable cells
with low plasma membrane scrambling (YoPro-1~/M540);
(2) viable cells with high plasma membrane scrambling
(YoPro-1-/M540%); or (3) nonviable cells with altered
permeability (YoPro-17). The percentage of viable cells
with high plasma membrane scrambling was expressed as
the average percentage.

2.9. Evaluation of the integrity of acrosomes in boar
spermatozoa using flow cytometry

The acrosomal status of spermatozoa was assessed after
staining the spermatozoa with phycoerythrin, as a marker
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for acrosome status, and PI. Aliquots of 100 uL of each
semen sample (35 x 108 cells per mL) were incubated at
room temperature in the dark for 5 minutes with 1 pg per
mL phycoerythrin and 6 umol/L PL Just before analysis, 400
uL of isotonic buffered diluent was added to each sample
and remixed before flow cytometry analysis. Cells were
analyzed and the percentage of spermatozoa with acro-
somes damaged or reacted is expressed as the average
percentage of phycoerythrin-positive and Pl-negative sta-
ined spermatozoa.

2.10. Analysis of mitochondrial membrane potential using
flow cytometry

Mitochondrial membrane potential variations were
evaluated using the specific probe JC-1. This lipophilic
cationic fluorochrome is present as protomeric aggregates
in mitochondria with high membrane potential that emit in
orange (590 nm), whereas in mitochondria with low
membrane potential, JC-1 is present as monomers that emit
in green (525 nm) when excited at 488 nm. From each
sperm sample, 100 puL (35 x 10° cells per mL) were diluted
in 400 pL of isotonic buffered diluent containing 0.15
mmol/L JC-1 and then mixed and incubated at 38 °C for 30
minutes. The samples were remixed before flow cytometry
analysis. The percentage of orange-stained cells, which
represents the population of germ cells with high mito-
chondrial membrane potential (hMMP), was recorded and
expressed as the average of 12 experiments.

2.11. Statistical analysis

A power analysis was conducted to determine the
appropriate number of animals and samples. The mean and
standard deviation of the mean were calculated for
descriptive analysis. Q-Q plots were used to check for
departures from the normal distribution. All the sperm
variables satisfied the normality requirement for a para-
metric analysis of variance.

The effects of treatment (untreated and Compound-C)
and storage time (1, 4, 7, and 10 days) on several seminal
characteristics (motility, viability, membrane fluidity, and
acrosomal and mitochondrial membrane status of sperma-
tozoa) were analyzed statistically using a general linear
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model. A mixed-effects model (with boars and ejaculates
within boars as random effects and treatment and storage
time as fixed effects) was applied to the experimental design.
The Bonferroni test was used to perform post hoc tests. The
Pearson parametric test was used to study the correlation
among the percentage of spermatozoa with high mitochon-
drial membrane potential and the intensity of phospho-
Thr!72-AMPK obtained. All analyses were performed using
SPSS v15.0 for Windows software (SPSS, Inc., Chicago, IL,
USA). The level of significance was set at P < 0.05.

3. Results

3.1. Effect of long-term semen storage in BTS at 17 °C on boar
spermatozoa viability, mitochondrial membrane potential,
plasma membrane organization, and acrosome integrity

Long-term boar semen storage at 17 °C leads to a statis-
tically significant increase in the percentage of boar sper-
matozoa with high M540 fluorescence (9.8% + 1.3% at Day
0 and increasing to 25.4% + 4.8% at Day 10), which is
indicative of a higher degree of plasma membrane scram-
bling with increasing semen storage time (Table 1). In
parallel, storage of boar semen causes a slight time-
dependent increase in the percentage of spermatozoa
showing damaged or reacted acrosomes, reaching max-
imum levels of compromised acrosome integrity at Day 10
(Table 1), although this increase was not statistically
different compared with Day 0. Regarding the effect of long-
term storage on boar spermatozoa viability, the percentage
of viable germ cells with an intact plasma membrane is
maintained until Day 7 (Table 1), which confirms our
previous results in this specie [14]. However, a small but
significant decrease in the percentage of viable spermatozoa
occurs at Day 10 of storage (Table 1). The first 2 days of
semen storage cause a significant increase in the percentage
of spermatozoa showing high mitochondrial membrane
potential, then decline gradually over time reaching at Day
10 values similar to values at Day O (Table 1). The possible
effect of solvent DMSO (0.24%) in these spermatozoa
parameters was analyzed in parallel samples. Beltsville
thawing solution including 0.24% DMSO does not affect
spermatozoa viability, mitochondrial membrane potential,
plasma membrane scrambling, or the integrity of the

Table 1
Effect of long-term semen storage in BTS at 17 °C on boar spermatozoa viability, mitochondrial membrane potential, membrane integrity, and acrosome
integrity.
Storage Cell viability (%) High mitochondrial Plasma membrane integrity Acrosome damaged (%)
membrane potential (%) (%)
Day O 929+0.3 66.5 + 3.3 98+ 1.3 64+ 1.0
Treatment BTS DMSO BTS DMSO BTS DMSO BTS DMSO
Day 1 909 + 0.9 91.7 £ 0.5 809 + 1.9 75.9 + 2.4° 10.0 £ 1.2 105+ 1.3 6.5 + 1.1 6.9 + 1.0
Day 2 91.0 + 0.8 912+ 0.5 78.7 +1.8% 762 +1.77 104 £ 1.2 10.5 £ 1.0 6.3 £ 0.9 6.6 +£ 1.0
Day 4 89.5+ 1.2 91.1 £ 0.7 75.8 £ 2.9 72.6 £43 12.0 £ 1.0 117+ 14 6.9 +£ 0.8 71+1.0
Day 7 88.8 +1.2 90.1 + 4.0 70.1 £ 49 653 + 29 16.5 £ 2.0 156 £ 1.8 79+ 1.0 7.5+ 09
Day 10 85.0 + 1.8% 82.9 + 04° 67.7 £ 3.8 654 + 5.0 254 + 4.8° 24,6 + 2.1° 93+14 96+ 14

Boar seminal doses were preserved at 17 °C during 10 days in BTS in presence or absence of DMSO (0.24%). Percentages of cell viability, high mitochondrial
membrane potential, plasma membrane integrity, and acrosomal integrity of spermatozoa were measured using flow cytometry as described in section 2.

Materials and methods. Results are mean + SEM (N = 12).
Abbreviation: BTS, Beltsville thawing solution.
2 Within a column, statistically different from Day 0 (P < 0.05).



Table 2

Effect of long-term semen storage in BTS at 17 °C on boar spermatozoa motility parameters.

Hyperactivated motility

Linearity coefficient (%)

VAP (umy/s)

VCL (um/s)

Progressive motility (%)

Motile (%)

Storage

6.8 +2.6
BTS

54.6 + 4.0

BTS

60.8 + 2.2

BTS

77.8 + 4.1

BTS

41.7 £ 6.0

BTS

81.7 £ 2.1

Day 0

DMSO

DMSO

DMSO

DMSO

DMSO

DMSO

Treatment
Day 1

87 +22
83 +28
6.8 £1.9
54+12
71+12

78 +£2.6
8.1+21
6.1 +£2.7
46+ 1.6
6.8 +£0.7

50.8 + 3.17
52.6 +3.5

499 + 3.2
52.0 £3.2
57.6 +£3.2

570+ 19

55.8 +2.8
57.0 +£3.0
58.7 + 3.0
56.3 +2.9
54.8 + 3.8

59.7 + 3.0
57.5+ 2.7
61.5+ 25
53.2 +3.7
55.7 + 3.8

75.8 +2.5
76.6 + 2.5
76.5 + 2.9
73.7 +£2.9
77.1 £33

793 + 4.1
76.6 + 3.6
79.0 + 3.3
709 + 4.1
78.0 + 3.8

38,5 +5.7
423 +4.9
50.5 + 4.9
544 + 4.6
545 + 4.8

371 +£52
414 + 4.8
49.7 £5.2
51.6 £33
458 +£29

66.4 + 44
68.8 + 3.6
69.9 + 4.0
68.2 £+ 2.7¢
59.4 + 4.6%

73.6 + 3.0
69.7 + 4.1
73.6 + 5.0

Day 2
Day 4
Day 7

579 + 3.04
58.6 + 2.7
55.1 £ 3.1

63.6 &+ 6.1°
559 4+ 7.17

522 +23

Day 10
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Boar seminal doses were preserved at 17 °C during 10 days in BTS in presence or absence of DMSO (0.24%). Spermatozoa motility parameters were measured using the computer-assisted sperm analysis (ISAS, v1.2)

system as described in section 2. Materials and methods. Results are mean 4+ SEM (SEM) (n

12).

Abbreviations: BTS, Beltsville thawing solution; VAP, average path velocity; VCL, curvilinear velocity.

2 Within a column, statistically different from Day 0 (P < 0.05).

acrosome during semen storage at 17 °C for 10 days
compared with semen stored in BTS alone (Table 1).

3.2. Effect of long-term semen storage in BTS at 17 °C on boar
spermatozoa motility

Storage of semen in BTS at 17 °C causes a statistically
significant decrease in the percentage of motile sperma-
tozoa starting from Day 7, without any significant effect in
other motility parameters analyzed (Table 2). The solvent
DMSO (0.24%) does not significantly modify any sperma-
tozoa motility parameters evaluated during semen storage
(Table 2).

3.3. Identification and localization of AMPK in fresh boar
ejaculates

Two cross-reactive bands are detected in spermatozoa
lysates from fresh ejaculates of six different boars at the
correct molecular weight of the o subunit of AMPK (Fig. 1A).

The expression of AMPK protein was investigated with
indirect immunofluorescence in boar spermatozoa using
the same antibody against the catalytic o subunit of AMPK.
Results demonstrate that AMPK protein is highly expressed

Lysates of semen doses

AL S P FeSY

100 kDa

Fig. 1. Identification and immunolocalization of adenosine monophosphate-
activated kinase (AMPK), in boar spermatozoa. (A) Spermatozoa isolated
from fresh ejaculates of different boars (numbered) were lysed, subjected to
SDS-PAGE, electrotransferred to nitrocellulose, and Western blot analysis
was performed using anti-AMPKa. as a primary antibody as described in
section 2. Materials and methods. The antibody against AMPKo. recognized
two bands close to 64 kDa. Molecular weight markers are indicated at the
right side. A representative film including ejaculates from six boars is shown
(N = 12). (B) and (C) Fresh spermatozoa from different boars were pooled
and fixed in 4% paraforlmaldehide and immunostaining was performed
using antibody against the catalytic subunit of AMPKa. The immunofluo-
rescence was visualized in a confocal microscope and a representative image
is shown in (B), and Normaski optic visualization is shown in (C). Arrows
show AMPKo, immunolocalization. Scale bars, 10 pm.
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Fig. 2. Phosphorylation of adenosine monophosphate-activated kinase
(AMPK) at threonine (Thr)'7? in spermatozoa from extended boar semen
during long-term storage at 17 °C. Boar semen was stored in Beltsville
thawing solution at 17 °C for 10 days. At the indicated time spermatozoa
were lysed and proteins (20 pg) from lysates were analyzed using Western
blot with anti-phospho-Thr'7?-AMPKo. (p(Thr'72)AMPKa) as the primary
antibody, as described in section 2. Materials and methods. The arrow
indicates the cross-reactive band of p(Thr'’2)AMPKo, recognized by the anti-
AMPKao, (upper film). Loading controls were performed for each experiment
in the same membranes (with different time of chemiluminescence expo-
sure) using anti-glycogen synthase kinase (GSK)3f antibody (lower film).
This image is representative of another six performed in duplicate. The
bottom panel shows the quantification of the intensity of p(Thr'”2)AMPKa,
obtained in each sample. Values are the mean 4+ SEM (N = 12) expressed as
relative arbitrary units after scanning the films. * Significant differences
when compared with Day 0 (P < 0.05).

in boar spermatozoa stored at 17 °C in BTS and is mainly
localized at the entire acrosome of the spermatozoa head
and in the midpiece of the flagellum, as seen in Figure 1B.

3.4. Spermatozoa AMPK becomes highly phosphorylated at
Thr'?? (active) during boar semen storage at 17 °C in BTS

As shown in Figure 2, one cross-reactive band is detec-
ted at the correct molecular weight with anti-phospho-

Table 3

Thr'72-AMPKu. antibody. Our results show that in fresh boar
ejaculates (Day 0) phosphorylation of AMPK is not detected,
which indicates thatin these conditions most of the AMPK is
not active. However, just 1 day of storage clearly leads to the
threonine phosphorylation (activation) of AMPK which is
further and significantly enhanced during long-term sto-
rage at 17 °C in BTS in a time-dependent manner, reaching
maximum levels at Day 7 of storage (Fig. 2). A loading
control of protein is shown in lower panel of Figure 2 using
an anti-glycogen synthase kinase 3B antibody; we have
previously shown that amount of this protein in boar sper-
matozoa does not change in our experimental conditions
[15]. Taken together, the data from the percentage of sper-
matozoa showing hMMP (Table 1) and the measurement of
phospho-Thr!72-AMPKu. (Fig. 2), we were able to demon-
strate a statistically significant negative correlation bet-
ween both parameters (r = —0.542; P < 0.003).

3.5. Effects of the AMPK inhibitor, CC, on the viability and the
mitochondrial membrane potential of spermatozoa during
long-term boar semen storage at 17 °C in BTS

In boar spermatozoa, we have confirmed that CC (30
uM) effectively blocks the phosphorylation (activation) of
AMPK that occurs in spermatozoa physiological conditions
without any side effect in these germ cells [6].

The storage of boar semen at 17 °C during the long-term
in the presence of different concentrations of CC (1, 10, and
30 uM) does not affect the percentage of viable sperma-
tozoa with an intact plasma membrane, when compared
with BTS alone (Table 3). However, the presence of the
highest concentration used (30 pM CC) causes a significant
decrease in the percentage of spermatozoa displaying high
mitochondrial membrane potential starting at 7 days of
semen storage (Table 3).

3.6. Effects of the AMPK inhibitor on the lipid organization of
spermatozoa plasma membrane and in the acrosomal
integrity during boar semen storage at 17 °C in BTS

Our results shows that AMPK inhibitor (CC 30 uM)
causes a significant increase in the percentage of sperma-
tozoa showing greater disorganization of plasma
membrane after 4 days of semen storage (Fig. 3A), reaching
maximum values of 62.6% + 7.1% at Day 10 (Fig. 3A). This

Effect of the AMPK inhibitor CC on boar spermatozoa viability and mitochondrial membrane potential during long-term semen storage in BTS at 17 °C.

Storage Cell viability (%) High mitochondrial membrane potential (%)

Day 0 92.94 + 0.33 66.57 + 3.35

Treatment BTS CC1uM CC 10 uM CC 30 pM BTS CC1uM CC 10 pM CC 30 pM
Day 1 90.86 + 0.88 92.28 + 0.50 91.23 + 0.50 86.98 + 0.82 80.93 + 1.97 78.11 + 1.89 79.33 + 1.68 77.05 £+ 2.20
Day 2 91.05 + 0.78 92.30 + 0.59 91.41 + 0.71 87.41 + 1.03 78.72 £ 1.77 76.43 + 1.95 77.46 + 4.64 74.84 + 1.69
Day 4 89.53 + 1.16 91.87 + 0.42 90.33 +£ 0.78 86.14 + 0.83 75.77 + 2.98 7241 + 247 76.19 &+ 1.90 77.05 + 1.41
Day 7 88.81 + 1.24 89.83 + 0.63 88.40 + 0.78 84.91 + 0.61 70.11 + 4.96 68.89 + 2.21 67.86 + 2.15 59.32 + 5.17¢
Day 10 85.03 + 1.80 79.89 + 4.58 84.11 £ 2.25 80.87 + 1.61 67.68 + 3.84 64.93 + 5.57 67.05 + 3.54 57.76 + 5.60°

Boar seminal doses were preserved at 17 °C during 10 days in BTS in presence or absence of different concentrations of CC (1, 10, and 30 uM). Percentages
regarding germ cells viability and spermatozoa with high AW mitochondrial were measured using flow cytometry as described in section 2. Materials and

methods. Results are expressed as mean + SEM (N = 12).

Abbreviations: AMPK, adenosine monophosphate-activated kinase; BTS, Beltsville thawing solution; CC, compound C.

2 Within a row, values are statistically different from BTS alone (P < 0.05).
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Fig. 3. Effect of spermatozoa adenosine monophosphate-activated kinase
(AMPK) inhibition with different concentrations of compound C (CC) in the
plasma membrane scrambling and acrosome reaction in extended boar semen
during long-term storage at 17 °C. Boar semen was stored at 17 °C during 10 days
inBeltsville thawing solution (BTS) in presence or absence of the AMPK inhibitor
CC (1, 10, and 30 pM). (A) The level of lipid disorganization of spermatozoa
plasma membrane was measured using flow cytometry as described in section
2. Materials and methods, using merocyanine (M540) as a probe. The sperma-
tozoa population exhibiting plasma membrane scrambling (M540%") is
expressed as percentage of the total live spermatozoa (YoPro-17). Results are
expressed as the mean + SEM (N = 12). * Statistically different from control (BTS)
value (P < 0.05). (B) Acrosomal integrity was measured using flow cytometry as
described in section 2. Materials and methods using phycoerythrin as a probe.
Spermatozoa population PNA™/PI™ is expressed as percentage of total sper-
matozoa. Results are expressed as the mean + SEM (N = 12). * Statistically
different from control values in samples stored in BTS alone (P < 0.05).

CC-induced rise in the percentage of spermatozoa showing
higher plasma membrane scrambling is accompanied by
a statistically significant increase in the percentage of
spermatozoa presenting altered acrosomal membranes at
Days 7 and 10 of semen storage in the presence of CC (30
uM) (Fig. 3B).

3.7. Effect of AMPK inhibition in spermatozoa motility during
boar semen storage at 17 °C in BTS

To evaluate the effect of the AMPK inhibition in sper-
matozoa motility parameters during semen storage, boar

seminal doses were diluted in BTS in the presence or
absence of different concentrations of CC (1,10, and 30 pM).
After 1, 2, 4, 7, or 10 days of storage at 17 °C, seminal doses
were incubated with 5% CO; at 38.5 °C during 30 minutes to
ensure motility and then motility parameters were
evaluated.

In the short-term of semen storage (1-2 days), inhibi-
tion of AMPK with CC causes a slight but statistically
significant increase in the percentage of motile sperma-
tozoa (Fig. 4), without affecting the VCL (Fig. 5). Moreover,
during these 2 days of storage the inhibition of AMPK leads
to a significant increase in the LIN of spermatozoa move-
ment, and in the percentage of spermatozoa showing
progressive movement. At the same time, CC treatment (30
uM) causes a clear and statistically significant decrease in
the percentage of spermatozoa showing hyperactivated
motility (Table 4).

In the long-term, after 4 days of semen storage, inhibi-
tion of AMPK with different concentrations of CC (1,10, and
30 puM) causes a clear and significant decrease in any
spermatozoa velocity analyzed; VCL (Fig. 5), average path
velocity, and straight-line velocity (data not shown). In
addition, treatment with 30 uM CC caused a reduction in
the percentage of motile spermatozoa at Day 10 of semen
storage (Fig. 4), accompanied by a recovery to initial levels
(Day 0) of the values of LIN coefficient, percentage of
spermatozoa with progressive movement, and percentage
of spermatozoa having hyperactivated motility (Table 4).

4. Discussion

Long-term storage of boar ejaculates produces a gradual
loss of the ability of spermatozoa to fertilize when
preserved semen doses are later used in artificial insemi-
nation, especially if the fertility potential of semen samples
fall below a certain threshold level [16]. During storage at
15 °C to 17 °C, boar spermatozoa undergo several changes,
including among others: decreased motility [17], increase
in the proportions of prematurely capacitated-like and
acrosome damaged spermatozoa [18-20], and decrease in
ATP concentration [21]. Previous studies have demon-
strated that preservation of boar spermatozoa for pro-
longed periods requires a decrease in their metabolic
activity, which is carried out by lowering the temperature
to 15 °C to 17 °C and diluting in an appropriate medium
[1,2]. The control of cell metabolism in spermatozoa is
achieved by dynamic mechanisms able to adapt to envi-
ronmental changes and related with cellular structures
such as mitochondria or plasmalemma [22]. Therefore,
regulation of the energy levels is of essential importance in
the understanding of spermatozoa function during long-
term storage at 17 °C. In mammalian tissues, the protein
AMPK controls metabolism [23,24] by activating metabolic
pathways that produce ATP and simultaneously by inhib-
iting pathways that consume ATP [25,26].

In a recent work, we have shown for the first time that
the metabolic sensor AMPK is expressed in spermatozoa
and that AMPK phosphorylation (activation) is dependent
on the temperature [6]. Moreover, the present study shows
that the metabolic sensor kinase AMPK is localized at the
entire acrosome at a relatively high level and in the
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Fig. 4. Effect of adenosine monophosphate-activated kinase (AMPK) inhibition with different concentrations of compound C (CC) in the percentage of motile
spermatozoa from extended boar semen during long-term storage at 17 °C. Boar semen was stored at 17 °C during 10 days in Beltsville thawing solution (BTS) in the
presence or absence of the AMPK inhibitor CC(1,10, and 30 uM). The percentage of motile spermatozoa was measured using the CASA (ISAS, v1.2) system as described
in section 2. Materials and methods. Results are mean + SEM (N = 12). * Statistically different from control values in samples stored in BTS alone (P < 0.05).

midpiece of flagellum in boar spermatozoa stored at 17 °C
in BTS. Furthermore, our results demonstrate that AMPK
becomes phosphorylated at Thr'’?, and therefore subse-
quently activated, during boar semen storage at 17 °C in
BTS. The phosphorylation level of AMPK varies with the
time of storage with more than a 10-fold increase after 4
days and a maximum level at 7 days. This increase in the
Thr!”2-AMPK phosphorylation shows a statistically signifi-
cant negative correlation with the percentage of sperma-
tozoa with hMMP and might be the consequence of a fall in
ATP concentration during boar semen storage at 17 °C, as
demonstrated by Gogol et al. [21]. In fact, the fall in ATP
content is accentuated after 4 days of storage [21], which is

parallel to the marked increase in AMPK activity and the
decrease in the percentage of spermatozoa with hMMP
observed in our work. Thus, we can expect that a decrease
in the mitochondrial membrane potential with a fall in the
spermatozoa concentration of ATP led to spermatozoa
AMPK activation and the consequent activation of the
metabolic pathways that produce ATP and simultaneous
inhibition of pathways that consume ATP. Our results point
to a possible role of AMPK activity in the maintenance of
the spermatozoa mitochondrial membrane potential and
the subsequent ATP production during long-term storage of
boar spermatozoa at 17 °C in BTS for several reasons: (1)
there is a significant negative correlation between AMPK
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Fig. 5. Effect of adenosine monophosphate-activated kinase (AMPK) inhibition with different concentrations of compound C (CC) in the curvilinear velocity of
spermatozoa (VCL) from extended boar semen during long-term storage at 17 °C. Boar semen was stored at 17 °C during 10 days in Beltsville thawing solution
(BTS) in the presence or absence of the AMPK inhibitor CC (1, 10, and 30 uM). Curvilinear spermatozoa velocity was measured using the computer-assisted sperm
analysis (ISAS, v1.2) system as described in section 2. Materials and methods. Results are mean + SEM (N = 12). * Statistically different from control values in

samples stored in BTS alone (P < 0.05).
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Effect of the AMPK inhibitor CC on spermatozoa progressive motility during long-term boar semen storage in BTS at 17 °C.
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activation and the percentage of spermatozoa presenting
hMMP; (2) AMPK inhibition by CC treatment leads to
a statistically significant decrease in the percentage of
spermatozoa presenting hMMP; (3) the cellular localization
of AMPK, which is found in the midpiece of the sperma-
tozoa flagellum, where mitochondria are localized and
helically arranged; (4) the higher increase in active phos-
pho-Thr'”2-AMPK is parallel to the decrease in the ATP
concentration observed in boar spermatozoa stored at 17 °C
[21]; and, finally, (5) in the case that a fall in the mito-
chondrial membrane potential might occur during the
process of boar spermatozoa death, as it has been previ-
ously shown in human spermatozoa [27], then, it could be
an explanation for the fall in viability of spermatozoa when
AMPK is inhibited by treatment with CC during long-term
storage.

As it has been described previously [14,17], our results
show that storage of extended boar semen for a long time
causes a clear reduction of the percentage of motile sper-
matozoa. Recently, we have shown that AMPK activity is
necessary for optimal boar spermatozoa motility under
physiological conditions [6], which is in agreement with
our results obtained in extended boar semen during long-
term storage at 17 °C, showing a significant decrease of
spermatozoa velocities and a reduction in the percentage of
motile spermatozoa after 10-day storage. Considering the
energy-regulating role of AMPK in somatic cells, we could
assume that AMPK activity might play a role in sperma-
tozoa functions that are particularly dependent on the
energy levels, such as speed. Thus, because AMPK plays
a central role in the maintenance of cell energy levels by
regulating among other pathways the glycolysis [28], it is
reasonable to assume that the decrease in the percentage of
spermatozoa presenting high mitochondrial membrane
potential after AMPK inhibition could additionally account
for the inhibition of spermatozoa speed and, in the long-
term, percentage of motile spermatozoa in extended boar
semen during long-term storage at 17 °C. However, we
cannot exclude a possible nonmetabolic effect of the AMPK
pathway that could be involved in the control of sperma-
tozoa motility in a parallel or synergistic way, because
AMPK is a serine/threonine kinase with several known
downstream substrates and therefore might regulate
processes outside of cell metabolism [29]. This non-
metabolic effect of the AMPK could be related to the
significant increase observed in the progressive motility
during boar semen storage at 17 °C at Days 1, 2, and 4 after
AMPK inhibition; these results are in agreement with our
previous results [6].

It has been clearly described that sperm handling for
assisted reproduction, such as dilution, cooling, or long-
term storage, affect the sperm surface mainly in the acro-
somal region [18]. Therefore, during boar semen storage
the spermatozoa plasmalemma needs to be stabilized to
avoid an early capacitation or a loss in the integrity of the
acrosomal membrane [18]. Our results suggest that sper-
matozoa AMPK activity contributes to the stability of the
plasmatic and acrosomal membranes because: (1) the
spermatozoa plasma membrane region surrounding the
acrosome is especially modified during capacitation and
also during sperm handling for artificial insemination [18];

12).

Boar seminal doses were preserved at 17 °C during 10 days in BTS in presence or absence of CC (1, 10, and 30 puM). Linearity coefficient and percentage of spermatozoa presenting progressive motility and
ab within a row, values with different superscript letters are statistically different from control value (BTS, P < 0.05).

hyperactivated motility spermatozoa were measured using the computer-assisted sperm analysis (ISAS, v1.2) system as described in section 2. Materials and methods. Results are mean + SEM (N

Abbreviations: AMPK, adenosine monophosphate-activated kinase; BTS, Beltsville thawing solution; CC, compound C.
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the intracellular localization of AMPK in the head of sper-
matozoa is confined to this region; (2) activation of AMPK is
sensitive to the liquid storage of sperm; our results show
a clear increase in the phosphorylation of AMPK (active)
correlative with storage time; (3) inhibition of AMPK
potentiates the spermatozoa plasma membrane alterations
observed during boar semen storage such as the increase in
plasmalemma scrambling and the deterioration of the
integrity of the acrosomal membrane.

Johnson et al. [1] described that the structural and
functional changes of spermatozoa connected with liquid
storage in boar semen resemble a natural aging process
that precedes the aging of spermatozoa after artificial
insemination waiting to be released from the lower part of
the isthmus in response to the ovulation [1]. Our results
point out that this postulated aging process would activate
AMPK in boar spermatozoa and that AMPK is an important
kinase for improving the quality of extended boar semen
mainly after long-term storage.

4.1. Conclusions

In summary, the present study demonstrates that during
long-term storage of extended boar semen, the reduction in
the percentage of spermatozoa showing high mitochondria
membrane potential negatively correlates with an increase
in AMPK phosphorylation at Thr'’? (active state). Moreover,
AMPK inhibition during boar semen storage at 17 °C causes
a significant decrease in spermatozoa velocity and a decrease
in plasmalemma and acrosome membrane integrity. In
conclusion, our study points to an important regulatory role
of AMPK in the maintenance of the quality of extended boar
semen during long-term storage at 17 °C.
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