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Resumen

Las proteinas de choque térmico (HSP) protegen a las membranas celulares cuando
éstas son sometidas a procesos de estrés térmico. Las HSP podrian proteger a los
espermatozoides caninos durante los procesos de congelacion convencional (CC) y
vitrificacién cinética (VIT) de espermatozoides caninos. Esta investigacion evalud el
efecto de la proteina recombinante HSPALA sobre la crioresistencia y criosupervivencia
de espermatozoides epididimarios de caninos (Canis lupus familiaris) sometidos a CCy
VIT. Se utilizaron 40 epididimos de 20 perros orquiectomizados bilateralmente. Las
muestras de los testiculos izquierdos se congelaron por CC, y las del lado derecho se
vitrificaron por VIT. Se establecieron 4 tratamientos (por perro), con o sin adicién de 10
pg/ml de proteina HSPA1A: CC-HSPA1A, CC-control, VIT-HSPA1A y VIT-control. La
CC se realiz6 mediante vapores de Nitrégeno liquido (NL2) estatico, mientras que la VIT
se llevé a cabo sumergiendo gotas de 30 pl de muestra en NL.. Los resultados
demostraron que los tratamientos de CC proporcionaron mayor crioresistencia
espermatica que los tratamientos de VIT (p < 0,05). Las muestras tratadas con HSPA1A
en ambos métodos mostraron mejoras significativas en motilidad, viabilidad, integridad
de ADN e indices de crioresistencia, comparadas con los controles. En particular, el
tratamiento CC-HSPAL1A presentd una mejor integridad acrosomal en comparacion con
CC-control (p < 0,05). En conclusién, la adicion de la proteina HSPA1A a los medios de
criopreservacion mejord la crioresistencia de los espermatozoides, aumentando su

motilidad, integridad de membranas y ADN tras la criopreservacion.
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Abstract

Heat shock proteins (HSP) protect cellular membranes when they are subjected to
thermal stress. HSPs could protect canine sperm during conventional freezing (CC) and
kinetic vitrification (VIT) processes. This study evaluated the effect of recombinant
HSPA1A protein on the cryoresistance and cryosurvival of epididymal sperm from
canines (Canis lupus familiaris) subjected to CC and VIT. A total of 40 epididymides from
20 bilaterally orchiectomized dogs were used. Samples from the left testes were frozen
using CC, while samples from the right testes were vitrified using VIT. Four treatments
(per dog) were established with or without the addition of 10 pg/ml of HSPA1A protein:
CC-HSPA1A, CC-control, VIT-HSPA1A, and VIT-control. CC was performed using static
nitrogen liquid (NL2) vapors, while VIT was carried out by directly submerging 30 ul drops
of sample in NL2. The results showed that the CC treatments provided greater sperm
cryoresistance than the VIT treatments (p < 0.05). Samples treated with HSPA1A in both
methods showed significant improvements in motility, viability, DNA integrity, and
cryoresistance indices compared to the controls. In particular, the CC-HSPAL1A
treatment showed better acrosomal integrity compared to CC-control (p < 0.05). In
conclusion, the addition of HSPALA protein to cryopreservation media improved sperm
cryoresistance by enhancing motility, membrane integrity, and DNA integrity after

cryopreservation.
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1. Introduccion
La criopreservacion de espermatozoides epididimarios de caninos (Canis lupus
familiaris) es un procedimiento biotecnolégico que permite preservar los gametos por
tiempo indefinido, manteniendo la integridad estructural y funcional de las células
(Stornelli et al., 2001). La preservacion criogénica de espermatozoides epididimarios se
justifica en casos que los machos hayan sido sometidos a orquiectomia bilateral, o
cuando han muerto inesperadamente (post-mortem) (Hewit, 2000). El uso de este
recurso criogénico ha logrado alcanzar tasas de prefiez exitosas mediante la
inseminacion artificial (IA) en perras (Marks et al.,, 1994). La calidad espermatica
posterior a la criopreservacion esta directamente relacionada con la fertilidad. Por esta
razon, los esfuerzos se han centrado en optimizar la criopreservacion mediante el uso
de diluyentes de base sintética y no sintética, aditivos, crioprotectores y métodos de

criopreservacion.

Los espermatozoides epididimarios de perros han sido criopreservados mediante
congelacién convencional (CC) lenta, utilizando vapores de Nitrégeno liquido (NL32)
estatico, congelacién ultrarrapida (CU) y vitrificacion cinética (VIT). Estos ultimos
métodos de criopreservacion emplean agentes crioprotectores no penetrantes (Ej.
disacaridos como la Sacarosa y Trehalosa) y velocidades de enfriamiento
extremadamente rapidas (> 15.000 °C/min). La crioresistencia de espermatozoides
epididimarios de perro tras la vitrificacion, ha resultado mayor comparado con
espermatozoides provenientes de eyaculados (Cerdeira et al., 2022). Sin embargo,
también se han reportado varias criolesiones provocadas por la vitrificacion en esperma
canino (Cerdeira et al.,, 2020). Se ha demostrado que la criopreservacion de
espermatozoides epididimarios de perro mediante CU produce una cinética espermatica
y una integridad de membranas esperméticas similar a la CC (Galarza et al., 2021). Por
ello, la técnica de vitrificacién debe ser optimizada incorporando aditivos en sus medios
que proporcionen proteccién adicional a los espermatozoides durante el rapido

descenso de temperatura.

Durante el proceso de criopreservacion, ya sea por congelaciéon o vitrificacion, los
espermatozoides experimentan cambios ultraestructurales, bioquimicos y funcionales
gue afectan su motilidad, integridad funcional y capacidad fecundante. El choque de frio,
el estrés osmotico y el estrés oxidativo son los principales factores que determinan la
crioresistencia de los espermatozoides (Galarza et al, 2023). El dafio osmatico

producido por las velocidades de enfriamiento ultrarrapidas, como ocurre en la
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vitrificaciébn, puede generar un mayor dafio en las membranas espermaticas
(plasmética, acrosémica y mitocondrial) en comparacion con la congelacién
convencional (Cerdeira et al., 2020). Por ello, la suplementacién con aditivos a los
medios de criopreservacion se ha convertido en una estrategia efectiva para mejorar la

criosupervivencia espermatica.

Las proteinas de choque térmico (HSP, por sus siglas en inglés), también conocidas
como proteinas chaperonas, han sido utilizadas exitosamente en la criopreservacion de
espermatozoides de diversas especies domésticas (Yanez-Ortiz et al., 2022). Estas
proteinas estan presentes en el citosol, ndcleo, mitocondrias, reticulo endoplasmatico

de las células.

La HSPAL1A, conocido también como HSP70.1 o HSP72, tiene una accion similar a la
HSP70. Estudios previos han investigado el efecto de las HSPA70 en espermatozoides
de diferentes especies, como la ovina, porcina, bovina, etc., obteniendo resultados
promisorios. Las HSP han demostrado ser eficaces en la proteccion celular al ensamblar
0 potenciar el efecto de otras proteinas transmembrana durante la criopreservacion de
espermatozoides. La funcionalidad de la HSPA1A se centra en proteger a la célula frente
al estrés oxidativo, atenuar el dafio celular y facilitar su regeneraciéon al actuar como
chaperones moleculares. Ademas, se ha documentado que reduce el efecto producido
por la aterosclerosis y, segun ha llegado a establecerse, previene la apoptosis (Quijano
et al.,, 2003). Hasta donde se conoce, no existe evidencia del uso de la proteina
recombinante HSPALA en la criopreservacion de espermatozoides de perro. Por ello,
se planted la hipdtesis de que la adicion de la proteina recombinante HSPA1A a los
medios de criopreservacion (es decir, congelacion convencional y vitrificacion), podria
incrementar la crioresistencia espermatica basada en un incremento de la cinematica,

integridad de membranas e integridad del ADN.
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1.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la proteina de choque térmico HSPALA sobre la crioresistencia y

criosupervivencia de espermatozoides caninos congelados y vitrificados.

1.2. Objetivos especificos

) Evaluar la cinematica e integridad de las membranas de los
espermatozoides caninos congelados y vitrificados con la proteina de choque
térmico HSPA1A.

) Valorar el indice de crioresistencia de los espermatozoides caninos

congelados con la proteina de choque térmico HSPA1A.
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2. Revisién de la literatura

2.1 Morfologia del espermatozoide canino

La capacidad del espermatozoide para fecundar un ovocito depende de una estructura
morfolégica adecuada. La calidad del semen refleja no solo la salud de los tubulos
seminiferos y epididimos, sino también la salud general del perro (Kolster, 2018).
Diversos estudios han sugerido que existe una correlacién significativa entre la
morfologia espermatica y las caracteristicas del semen (Agarwal et al., 2003; Xu et al.,
2013). En patrticular, se ha demostrado una correlacién positiva entre el porcentaje de
espermatozoides morfolégicamente normales y la calidad del semen (Agarwal et al.,
2003).

Ademas, se ha observado que el mayor potencial de membrana mitocondrial, asi como
la maxima motilidad espermatica, se alcanzan Unicamente en la cola del epididimo en
perros (Angrimani et al., 2017). Existen varios tipos de trastornos morfolégicos de los

espermatozoides que pueden ser la causa de una fertilidad deficiente en un perro.

Los defectos morfologicos de los espermatozoides pueden clasificarse en: defectos
primarios, que se producen durante la espermatogénesis, y defectos secundarios, que
se producen durante la maduracion del esperma o la preparacion de la muestra de
semen. Otra clasificacion distingue los defectos mayores y menores entre los que se
encuentran los cambios en la cabeza y cola del espermatozoide (Chlopik & Wysokihska,
2020).

Sin embargo, se diferencian las siguientes estructuras del espermatozoide que se

describen a continuacion:

2.1.1 Cabeza

Posee un ndcleo aplanado, que contiene una cromatina compacta y que a su vez
contiene el ADN y un nimero cromosdmico haploide. Este esta recubierto por el
acrosoma que contiene Acrosina, Hialuronidasa y enzimas hidroliticas que participan en

la fecundacion (Armas et al., 2011).

El &rea de la cabeza del espermatozoide es de (18,10 — 22,22 um), con una longitud
(6,49 — 7,06 ym), un ancho (3,77 — 4,46 um) y el grado de redondez de la cabeza es de

(1,20 —1,33 uym). Estas medidas varian en diferentes razas de perros (Soler et al., 2017).
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2.1.2 Piezaintermedia

La pieza intermedia une la cabeza del espermatozoide y el flagelo, y contiene columnas
segmentadas y una estructura fibrosa densa. Hay nueve columnas y nueve fibras
densas externas del flagelo en la unién del cuello y de la pieza media, ademas de
mitocondrias con pequefias proyecciones entre las columnas longitudinales en la pieza
de unidén. El cuello sirve como pieza articular, mientras que las mitocondrias suministran

energia (Kasimanickam, 2015).

La produccién de energia metabdlica en los espermatozoides se desarrollada por la
glucdlisis, la fosforilacion oxidativa o ambas vias metabdlicas (Chlopik & Wysokinska,
2020).

Se han descrito varios factores que favorecen una buena capacidad para la produccién
rapida de ATP a lo largo de la pieza principal de los flagelos del espermatozoide, como
una alta relacion superficie-volumen, un espacio citoplasmatico reducido entre la
membrana plasmética y la vaina fibrosa, la abundancia de enzimas glucoliticas en la
vaina fibrosa y el uso eficiente de ATP por las ATPasas de la Dineina (du Plessis et al.,
2015). Estas propiedades contribuyen a la motilidad espermatica al favorecer la
producciéon localizada de energia mediante glucdlisis, la cual esta estrechamente
asociada a la vaina fibrosa y a la compartimentacién en la pieza principal de la cola del
espermatozoide, compensando asi la limitada difusion de ATP desde las mitocondrias
(Mukai & Travis, 2012).

Otra via de produccién de energia es la fosforilacion oxidativa, que ocurre en la matriz
mitocondrial bajo condiciones aerébicas (Passarella et al., 2008). En los
espermatozoides, la matriz mitocondrial contiene Lactato deshidrogenasa (LDH), una
caracteristica distintiva frente a las células somaticas. Esta enzima permite que el
Lactato se convierta en Piruvato mediante reoxidacién, proceso que ocurre tanto en el
citosol como en la matriz mitocondrial y que se considera especifico del metabolismo

espermatico (Storey, 2008).

En cuanto al estrés oxidativo y los radicales libres, las mitocondrias no solo producen
energia, sino que también son fuentes reactivas de Oxigeno, necesarias para el
funcionamiento normal de los espermatozoides, aunque por desgracia, pueden causar

dafios en exceso (Chlopik & Wysokihska, 2020).
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El estrés oxidativo en el esperma canino, causado por un desequilibrio entre las
especies reactivas de oxigeno (ROS) y los antioxidantes, puede dafiar su estructura y
funcién, provocando peroxidacion lipidica, dafio en el ADN y apoptosis esperméatica
(Vieira et al., 2018).

Vieira et al., (2018) identificaron al peréxido de hidrégeno (H2O,) y el radical hidroxilo
(OH) como las ROS mas tbxicas para el esperma canino, debido a su capacidad de
atravesar membranas celulares e inhibir funciones enziméticas. Los espermatozoides
son especialmente vulnerables al estrés oxidativo por su limitada cantidad de
antioxidantes y la alta concentracion de acidos grasos poliinsaturados en su membrana
plasmatica (Luvoni & Morselli, 2017). Sin embargo, un nivel moderado de estrés
oxidativo es fisiologico y esencial para funciones como la maduracién, capacitacion,
hiperactivacion, reaccién acrosémica y fusién con el ovocito, procesos regulados por
ROS (Kothari et al., 2010; Aitken et al., 2012).

2.1.3 Cola del espermatozoide

Esta estructura permite el movimiento del espermatozoide, este movimiento consiste un
batido simétrico y el desplazamiento de forma progresiva. La cola est4 formada por un
anillo periférico de fibrillas contractiles, que son las responsables del movimiento
(Santana, 2007). La longitud del espermatozoide de un canino es de 68 um; la longitud
de la pieza intermedia esta definida alrededor de 11 ym (Bartlet, 1962),y la cola
alrededor de 49 uym. Los parametros morfométricos exactos de los espermatozoides
varian entre raza, lo que dificulta especificar una dimensién estandar (Chlopik &
Wysokinska, 2020).

: Cabeza
Rleza o 1

intermedia

Mitocondrias

Acrosoma
Cola

(flagelo)

Centriolo
Nucleo

Figura 1. Morfologia del espermatozoide (Olivera et al., 2006).

Maria del Cisne Garcia Pacheco - Gissela Cristina Sanchez Pacheco



UCUENCA 19

2.2 Espermatozoides epididimarios

El epididimo es un tubo largo y enrollado que se encuentra adherido a lo largo de la
superficie dorsolateral del testiculo en los caninos. El epididimo es una estructura que
se puede dividir en segmentos: cabeza, cuerpo y cola. En el segmento inicial del
epididimo, el espermatozoide es inmévil e incapaz de fecundar un ovocito y contiene
una gota citoplasmatica proximal, cerca de la pieza intermedia (Varesi et al., 2013). A
medida que los espermatozoides se mueven a lo largo del epididimo, se producen

cambios en la membrana plasmatica, y motilidad.

La presencia de espermatozoides con la gota citoplasmatica proximal en los eyaculados
caninos es un signo de una maduracién inadecuada de los espermatozoides, que podria
causar los trastornos bioquimicos responsables de las anomalias en la capacitacién
(Pefna et al., 2007).

En la especie canina, los espermatozoides completan su proceso de maduracion
durante su transito por el epididimo, lo cual tiene una duracién aproximada de 14 dias
(Allen, 1992). Durante este movimiento, el epididimo proporciona un ambiente 6ptimo
para la maduracién y el almacenamiento de los espermatozoides en un estado viable
para la eyaculacion. Las proteinas epididimarias interactian directa e indirectamente
con los espermatozoides, alterando asi su funcién y morfologia (Sullivan & Mieusset,
2016). Algunas proteinas de accion corta, que se unen a la superficie espermatica,
bloguean ciertos receptores presentes en los espermatozoides que se activan durante

la fertilizacion (Pereira, 2012).

Los espermatozoides maduros presentan un citoplasma escaso. Esta pequefia cantidad
representa la gota citoplasmatica presente en los espermatozoides cuando abandonan
el epitelio germinal para pasar por el epididimo. EI cambio mas notorio es la migracién
de la gota citoplasmatica, lo que resulta el desprendimiento de esta. En la cola, los

espermatozoides adquieren movilidad y la capacidad de fertilizacion (Axnér, 2006).
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Figura 2. Representacion esquematica de los espermatozoides en cada
segmento del epididimo (Ali-Hassan et al.,2021).

2.3 Recoleccion del esperma epididimario
Se sabe que muchos factores afectan la calidad espermatica durante la
criopreservacion, el método de recoleccion de semen tiene un impacto importante en la

calidad del semen (Christensen et al., 2011).

Existen algunos métodos para la recoleccion de esperma epididimario entre estos se
encuentra la recuperacion por “flujo retrogrado” o “flushing”. La recoleccién de esperma
epididimario se puede realizar después de una orquiectomia o después de que un
animal haya muerto bajo diferentes circunstancias (recuperacion post-mortem). El
epididimo se separa del testiculo, el método de flujo retrogrado se realiza insertando un
catlon de 22 a 24 x 1 Y pulgadas, en el interior del conducto deferente. Se elige el
diluyente idoneo y se somete a incisiones paralelas; después, se suspende en un medio

para su posterior analisis y criopreservacion (Ali Hassan et al., 2023).

Aungue se evitan los vasos sanguineos durante la incisién del epididimo con frecuencia
se observa contaminacion de las muestras espermaticas con sangre cuando se aplica
esta técnica (Simons & Temmerman, 2018). Ante esto, algunos autores recomiendan
utilizar métodos de purificacién espermatica tales como la centrifugacion en gradientes
de densidad (Galarza et al., 2022).

Este método ha demostrado ser eficaz en varios estudios realizados en caninos. El

método de flujo retrogrado, aunque eficaz, no se puede utilizar si el conducto deferente
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se acorta durante una orquiectomia o si el conducto deferente o el conducto epididimario
se dafian durante la extraccion de los vasos sanguineos de la superficie del epididimo
(Ali Hassan et al., 2023).

2.4 Caracteristicas microscépicas

2.4.1 Motilidad

Para observar la motilidad masiva, se examina una muestra de semen, en un
microscopio con un lente de aumento de 10X. En una buena muestra espermatica se
observa la existencia de “oleadas”, que es un movimiento de flujo y reflujo causado por
la union y la dispersién de los espermatozoides. El indicativo de estas oleadas nos da
como indicio una buena vitalidad y alta concentracién de espermatozoides (Vernocchi
etal., 2014).

En cuanto a la motilidad individual, este es un indicativo que un espermatozoide
presenta un movimiento progresivo, de tal forma que tiene un movimiento rectilineo.
Para evaluar la motilidad individual se utiliza un lente con un aumento de 40X. A su vez,
para considerar una muestra 6ptima para una inseminacion artificial, debe ser superior
al 70% de motilidad de espermatozoides (Attia et al., 2000).

2.4.2 Morfologia

Es un parametro indispensable para la evaluacién seminal, debido a que esta
relacionado con los problemas de fertilidad en las especies. Los espermatozoides
caninos se caracterizan por presentar la cabeza aplanada y en forma de espada, con
una morfologia semejante a los espermatozoides de toro, conejo y humano (Hewitt,
2000).

Los defectos morfoldgicos de los espermatozoides caninos se clasifican en:

e Primarios: Formados durante la espermatogénesis
e Secundarios: Adquiridos durante la maduracion de los espermatozoides
(Seager & Platz, 1977).

Segun la ubicacién del defecto, los espermatozoides andmalos se clasifican en defectos
acrosémicos, de cabeza, de pieza intermedia y de cola. Para una evaluacién seminal
adecuada, los reproductores deben presentar al menos un 70% de células espermaticas
normales. No obstante, un 20% en una evaluacibn de 100 a 200 células de

espermatozoides patolégicos es indicativo de infertilidad. Se ha establecido que el
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porcentaje de espermatozoides normales tiene un valor predictivo significativo para el

éxito del embarazo y el tamafio de la camada (Hollinshead et al., 2020).

2.4.3 Concentracion

El semen canino normal tiene un volumen que varia entre 1 y 30 ml por eyaculacion,
con una concentracion de 300 millones a 2 mil millones de espermatozoides. De estos,
mas del 70 % son progresivamente moviles y presentan una morfologia normal. Los
perros de razas grandes eyaculan una mayor cantidad de espermatozoides que los
perros de razas pequefas, pudiendo alcanzar hasta 2 mil millones de espermatozoides

por eyaculado (Johnston, 1991).

Para determinar el grado de concentracion de espermatozoides, se pueden contar
utilizando un espectrofotometro o la camara de Neubauer mediante conteo celular. Los
espermatozoides se observan en cinco cuadrantes (cuatro cuadrantes extremos y un
cuadrante central) del area de conteo, utilizando un microscopio con un aumento de
40X.

La suma del nimero de espermatozoides contados en los cinco cuadrantes proporciona

el total de espermatozoides, expresado como x10°® ml (Santiani et al., 2020).

2.5 Criopreservacién

Se considera el paso mas importante en la inseminacién artificial y técnicas de
reproduccion asistida (TRA) mas utilizada en la practica canina. Los métodos empiricos
de crioconservacion desarrollada en los afios 50, siguen utilizandose hoy en dia .Estos
se basan en el uso de velocidades de enfriamiento relativamente lentas y de
temperaturas criticas de -10 a -60 °C (Abdillah et al., 2019).

Actualmente, la criopreservacion de espermatozoides consiste en la refrigeracion de las
muestras espermaticas antes de ser llevadas a temperaturas bajo cero. La refrigeracion
ayuda a estabilizar las temperaturas entre 4 a 5 °C, para luego ser transportadas a -196
°C, temperatura del Nitrégeno liquido, en la cual las muestras espermaticas pueden

mantenerse indefinidamente (Ribeiro et al., 2014).

Las células pueden soportar el almacenamiento a temperaturas muy bajas (por debajo
de -100 °C). Sin embargo, los procesos de enfriamiento y calentamiento deben
realizarse de manera controlada para evitar que las células pasen por una zona

intermedia de temperatura. El objetivo de las velocidades de enfriamiento lentas es
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mantener un equilibrio delicado entre la formacion de cristales de hielo y la creciente

concentracion de sustancias disueltas (Abdillah et al., 2019)

La velocidad de enfriamiento se ve afectada el flujo de agua a través de la membrana
celular. Un enfriamiento mas lento causa mayor deshidratacion en las células
espermaticas, mientras que velocidades de enfriamiento rapidas aumentan el riesgo de
formacion de hielo dentro de las células, lo cual puede ser letal. Por esta razon, los
protocolos de congelacion intentan encontrar una velocidad de enfriamiento que
mantenga el equilibrio entre ambos factores. Ademas, se producen otros cambios, como
modificaciones en la fosforilacion de Tirosina, la generacion de ROS (como el
Superoxido 0% y el Perdxido de hidrogeno H.0>), y la produccién de Oxido nitrico (NO).
Estos factores contribuyen a la inestabilidad de la membrana lipidica, afectando su
integridad y, en algunos casos, induciendo reacciones acrosomales prematuras
(Condoy & Avellaneda Cevallos, 2017).

El dafio celular se debe a la cristalizacion del agua intracelular. En los espermatozoides,
ocurren lesiones osméticas de enfriamiento, fractura del citoplasma o incluso los efectos
sobre el citoesqueleto, el genoma o las estructuras relacionadas con el genoma (Perez-

Sanchez, Cooper, & Yeung, 1994).

2.6 Congelacion convencional lenta

Este método de criopreservacion permite el enfriamiento gradual de los
espermatozoides durante un periodo de 2 a 4 horas, en dos a tres etapas, de forma
manual o automatica (mediante una maquina programable). Sin embargo, este método
favorece la formacion de cristales de hielo en el interior de las células debido a la alta
concentracion de electrolitos, lo que provoca un dafio fisico-quimico significativo en los

espermatozoides (Sanchez, 2015).

Esto resulta en cambios en la transicion de fase lipidica, aumento de la peroxidacion
lipidica y la produccién activa de ROS (O’Connell et al., 2002), lo que conlleva a la

consiguiente pérdida de motilidad espermética.

A su vez, se observa dafio en la integridad de la membrana acrosomal y citoplasmatica,
en la actividad funcional de las mitocondrias, en la estabilidad del ADN y en la
translocacion de fosfolipidos dentro de las membranas de los espermatozoides
(Isachenko, 2004).
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Sin embargo, se han obtenido resultados satisfactorios basados en la motilidad de los

espermatozoides tras la descongelacion (Zavos et al., 1991).

Es fundamental controlar la velocidad de enfriamiento para facilitar la integracion del
crioprotector, reduciendo asi los dafios osmoéticos que pueden afectar a la viabilidad
celular (Gadea, 2003; Restrepo et al., 2012). Ademds, permite la conservaciéon
simultdnea de volimenes relativamente grandes de eyaculado diluido o de
espermatozoides en volumenes de 0,25 a 1 ml dentro de pajuelas (McLaughlin et al.,
1990).

El dafio celular podria deberse a una lesién celular mecénica, como consecuencia de la
formacion de cristales de hielo intracelulares o extracelulares, y dafio osmaético. El
proceso de calentamiento influye negativamente en las células, posiblemente debido a

un incremento de la tonicidad celular por la presién osmatica excesiva (Mazur, 1963).

Los crioprotectores, tanto permeables y no permeables, utilizados durante Ila
congelacion convencional, evitan la formacion de hielo intracelular. Sin embargo, estos
pueden ser perjudiciales debido a la denominada toxicidad de los CPA (Agentes

crioprotectores).

Esta toxicidad incluye el dafio de la membrana celular debido a la influencia osmotica y
congelacién de los CPA en las células durante la congelacion y descongelacion. Este
proceso activa un mecanismo similar a la apoptosis, lo que también puede provocar

dafos en la cromatina (Martin et al., 2004).

2.7 Vitrificacion

La vitrificacion es un método de criopreservacion caracterizado por su rapidez,
simplicidad y bajo costo, en comparacion con los protocolos tradicionales de
congelacion lenta. A diferencia de esta técnica, no requiere la aplicacion de agentes
crioprotectores permeables, lo que simplifica el proceso. Ademas, incrementa la
viscosidad de los medios intracelulares y extracelulares, protegiendo eficazmente a los
espermatozoides. Este método también permite una alta recuperacion de
espermatozoides moviles tras el calentamiento, reduciendo significativamente los dafios

ocasionados por el criodafo (Isachenko, 2004).

La técnica se basa en el enfriamiento directo de los espermatozoides mediante
inmersion en NL,, evitando asi la formacién de cristales de hielo intracelulares (Luyet,

1937). Durante la vitrificacion, la solucién se solidifica a bajas temperaturas sin
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cristalizacion, sino por un aumento de la viscosidad durante el enfriamiento. Esto se
logra gracias a altas velocidades de enfriamiento asociadas con elevadas

concentraciones de crioprotectores (Ramonez et al., 2017).

Aunque presenta caracteristicas propias, la vitrificacion se considera una alternativa
eficaz frente a los protocolos de congelacion lenta. En este método, toda la solucion

permanece inalterada y la célula se congela en su totalidad (Hirsh, 1987).
Para asegurar el éxito en la vitrificacion, se deben considerar dos factores principales:

1. Incrementar la velocidad de conduccién de temperatura.

2. Optimizar la concentracion del crioprotector.

Un aspecto clave es lograr una tasa Optima de enfriamiento, que permita la mayor
extraccion de agua posible fuera de la célula, favoreciendo la vitrificacién en el espacio
extracelular. Ademas, es fundamental atravesar rapidamente la zona de temperatura

critica entre 15 a 50 °C para minimizar las lesiones celulares.

2.8 Agentes crioprotectores

Los agentes crioprotectores son esenciales para mitigar los inconvenientes durante el
proceso de criopreservacion. Su principal objetivo es prevenir la oxidacion no deseada,
los efectos perjudiciales sobre las membranas celulares y otras lesiones derivadas de
este procedimiento. Estos agentes desempefian su funcion al reducir la formacién de
cristales de hielo mediante el aumento de la concentracion de solutos en el medio
circundante (Elliott et al., 2017). Asimismo, contribuyen a preservar la integridad de las
membranas celulares al evitar dafios a los lipidos de la membrana, protegiendo a su vez

otros componentes fundamentales, como proteinas y acidos nucleicos.

Sin embargo, se pueden utilizar otros agentes durante la criopreservacion para proteger
células que no son agentes crioprotectores, actuando asi para prevenir el dafio celular
independientemente de su actividad en la formacién de cristales de hielo y los efectos

osméticos (Marcantonini et al., 2022).

Por otro lado, existen otros agentes crioprotectores, pero que también pueden
emplearse durante la criopreservacion. Estos compuestos actian para proteger las

células de manera independiente a su influencia sobre la formacion de cristales de hielo
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o los efectos osmdticos, desempefiando un papel complementario en la prevencion del

dafo celular (Marcantonini et al., 2022).

Cuando la criopreservacion no se lleva a cabo en condiciones 6ptimas se produce una
serie de alteraciones. Estas incluyen lesiones osméticas, mecénicas e inducidas por
ROS. Las lesiones osméticas se deben a la deshidratacidn celular, mientras que las
lesiones mecanicas ocurren debido a la formacion de cristales de hielo intracelulares.
Finalmente, el exceso de ROS genera una supresion de los mecanismos antioxidantes,
lo que provoca dafio oxidativo en componentes celulares esenciales, tales como los

lipidos de la membrana y los Acidos nucleicos (Marcantonini et al., 2022).

La combinacién de azlcares con agentes crioprotectores (CPA) permeables tiene una
influencia significativa en las propiedades de vitrificacién de la solucién crioprotectora.
Esta combinacién resulta en una disminucion de la toxicidad de los CPA permeables
para embriones y ovocitos, asi como en una reduccion considerable de la concentracion
necesaria de estos agentes para lograr una criopreservacion eficiente (Isachenko et al.,
2007).

Por su parte, los azlicares, que funcionan como crioprotectores no permeables,
presentan propiedades unicas. Durante la deshidratacioén celular, compensan la caida
de presion osmética al actuar como un tampon osmotico, lo que ayuda a reducir el
choque osmético que podria producirse por la dilucion del crioprotector después del
criopreservado. Ademas, contribuyen a estabilizar simultdaneamente la membrana
celular (Koshimoto & Mazur, 2002).

Las células contienen naturalmente altas concentraciones de proteinas, lo que
contribuye al proceso de vitrificacion. Sin embargo, para lograr una vitrificacion efectiva,
se requieren concentraciones mayores de agentes crioprotectores en el espacio

extracelular en comparacion con el espacio intracelular (Fahy, 1986).

2.8.1 Agentes crioprotectores penetrantes

Los agentes crioprotectores (CPA) permeables son moléculas pequefias y no iénicas,
como los sulfoxidos, alcoholes, amidas e imidas. Los CPA mas utilizados incluyen el
Etilenglicol, el Propilenglicol, el Glicerol y el DMSO (Dimetilsulfoxido). Estas moléculas
tienen la capacidad de atravesar la membrana celular y ejercer multiples mecanismos
de accion. Entre sus funciones, pueden interactuar con componentes celulares, como

enzimas y proteinas involucradas en la transduccion de sefiales. Sin embargo, se ha
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demostrado que estos agentes presentan mayor toxicidad en comparacion con los

crioprotectores no permeables (Elliott et al., 2017).

2.8.1.1 Glicerol

El Glicerol, debido a su bajo peso molecular, puede ingresar a los espermatozoides a
través de los canales de Acuaporina 7. Este mecanismo facilita el reemplazo del agua
intracelular durante el proceso de congelaciéon (Carlotto, 2009). A nivel extracelular, el
Glicerol incrementa el volumen del medio, lo que reduce las concentraciones de
electrolitos y minimiza los efectos adversos de la solucion. Ademas, su accion osmotica
disminuye el volumen de agua intracelular, lo que previene la formacion de cristales de

hielo.

Durante el proceso de congelacion y el choque térmico, se producen cambios en las
concentraciones de cationes. En este contexto, el Glicerol, en combinacién con yema
de huevo, Citrato sédico y Fructosa, actlia para prevenir la acumulacién de Calcio. Sin
embargo, su uso conlleva ciertos riesgos, ya que puede ser toxico para las membranas
plasmaticas. Este efecto tOxico esta asociado con alteraciones en la organizacion de los
fosfolipidos y proteinas de la membrana, lo que compromete la capacidad fecundante
de los espermatozoides. Ademas, estas alteraciones pueden afectar estructuras clave

como las mitocondrias y la membrana acrosomal (Castro, 2021).

La sensibilidad al Glicerol varia entre especies, lo que hace necesario determinar la
concentracion optima para equilibrar sus efectos protectores y toxicos. Este ajuste es
fundamental para maximizar la eficacia del Glicerol sin comprometer la viabilidad celular
(Canorio et al., 2015).

OH
HO OH

Glicerol

Figura 3. Estructura del Glicerol (Tomado de Pardo, 2021).
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2.8.2 Agentes crioprotectores no penetrantes

Los agentes crioprotectores no penetrantes son moléculas pequefias, como los
azUcares, organizadas en polimeros que aumentan la osmolaridad extracelular, lo que
provoca la deshidratacion celular como mecanismo de estabilizacion. Debido a este
efecto, los agentes no penetrantes requieren velocidades de enfriamiento lentas. Estos
compuestos se incorporan a los medios de congelacion para ralentizar la entrada de

agua en la célula, evitando el choque osmético vy la lisis celular (Best, 2015).

Dentro de los agentes crioprotectores no permeables, se incluyen los carbohidratos
(sacéridos), polimeros (como la Polivinilpirrolidona), polioles (como la Acetamida y
Formamida), sales inorganicas (como el Citrato sédico y el Sulfato amdnico), proteinas
(como la Albuminay el péptido/glucopéptido), fosfolipidos (como la yema de huevo) y la

combinacién de dos o mas crioprotectores permeables y no permeables (Fahy, 1986).

2.8.2.1 Sacarosa

La Sacarosa es un azucar natural utilizado por diversas plantas y animales para evitar
dafos durante la congelacion. En la vitrificacién, los disacaridos, como la Sacarosa o la
Trehalosa, se emplean como agentes crioprotectores no penetrantes en altas
concentraciones. Se han realizado intentos de vitrificacion de esperma canino con

resultados prometedores (Caturla-Sanchez et al., 2018; Galarza et al., 2021).

Los azucares son moléculas grandes que actlan fuera de las células, interactuando con
la membrana plasmatica. Debido a su alta viscosidad, interfieren con las propiedades
fisicas y quimicas de la solucion crioprotectora (Fuller, 2004). Ademas, estas estrategias
naturales son adoptadas por organismos y plantas para sobrevivir a condiciones
adversas, como la desecacion y la congelacién (Lencioni et al., 2015; Gertrudes et al.,
2017).

La Trehalosa y la Sacarosa son dos disacéaridos que tienen un efecto positivo durante la
criopreservacion del esperma, ya sea cuando se usan como crioprotectores individuales

o combinados, en varias especies, como el carnero (Oztiirk et al., 2020).

En la especie humana, la vitrificacion de espermatozoides utilizando Trehalosa,

Sacarosa o su combinaciéon ha mostrado ventajas significativas frente a la congelacién
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lenta, especialmente en términos de tasas de motilidad, integridad de membranas,
morfologia, integridad del ADN y alteraciones en la cromatina esperméatica (Hosseini et

al., 2019).

En un estudio reciente sobre semen canino, se descubrié que la Lecitina de soja era
una alternativa viable a la yema de huevo, con un efecto similar en la actividad
mitocondrial y la motilidad del semen canino criopreservado. Ademas, las muestras
congeladas con extensores a base de Lecitiha de soja mostraron una menor
peroxidacion lipidica en comparacion con los extensores de yema de huevo, lo que
resulta relevante, dado que el estrés oxidativo es uno de los principales problemas en

el semen almacenado (Dalmazzo et al., 2018).

HO

HO. o #"
", O OH

HO” N "07: 0
O “OH

Figura 4. Estructura quimica de la Sacarosa (Tomado de Aguilar et al., 2012).

2.8.2.2 BSA (Albumina sérica bovina)

Para mejorar la calidad de los espermatozoides conservados, se han realizado estudios
con diversos aditivos, como antioxidantes, proteinas y aminoacidos. La creciente
bibliografia ha demostrado que la adicibn de Albumina sérica bovina (BSA) a los
espermatozoides conservados puede mantener eficazmente la calidad del esperma

durante el periodo de almacenamiento (Sariézkan et al., 2009; Zhang et al., 2015).

Una de las principales caracteristicas de la BSA es su accién como antioxidante, ya que

elimina los radicales libres generados por el estrés oxidativo. Ademas, como
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crioprotector, puede adsorberse en la superficie de los espermatozoides, lo que
preserva la fluidez e integridad de su membrana durante el proceso de criopreservacion
(Rahimizadeh et al., 2021). Un estudio demostr6 que al afiadir un 10 % de BSA al
diluyente a base de TSL en espermatozoides epididimarios de carnero, se lograron
efectos positivos significativos sobre la viabilidad espermatica (Rahimizadeh et al.,
2021).

La BSA absorbida puede modificar la composicion lipidica de los espermatozoides,
eliminando el colesterol de la membrana plasmatica, lo que preserva la fluidez e
integridad de la membrana espermatica durante el periodo de almacenamiento. Por lo
tanto, la estabilidad de la membrana plasmética de los espermatozoides podria ser
protegida mediante la adicién de BSA a un diluyente conservante (Rahimizadeh et al.,
2021).

Figura 5. Estructura y cavidades de la Albamina de suero bovino (Tomado de
Kumar et al., 2003).

2.9 Sistema CASA

El sistema CASA es una herramienta computarizada para la evaluacion de la motilidad
de los espermatozoides. Este sistema permite analizar varios parametros cinéticos,
evalla motilidad total, motilidad progresiva, la velocidad media (VAP) o velocidad

curvilinea (VCL). En base a estos pardmetros clasifica a los espermatozoides en moviles
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progresivos 0 no progresivos, lo que determina la movilidad (rapida, media o lenta). Esto
es fundamental para identificar los patrones de movimiento de los espermatozoides y

conservan su capacidad fecundante (Muifio, 2008).

2.9.1 Cinemética

La cinematica es un indicador fundamental de las modificaciones en el movimiento de
los espermatozoides. Este analisis permite identificar si el espermatozoide tiene
patrones de desplazamiento adecuados para que complete su recorrido hasta el ovocito
y logre fecundarlo. Es importante sefalar que puede varia segun el medio en el cual se
encuentre y entre razas. La evaluacion de la cinematica se realiza individualmente,
valora cada uno de los espermatozoides y analiza la motilidad de este para clasificarlos

en rapidos, medios o lentos (Carvajal et al., 2018).

2.10 Evaluacién por técnicas fluorescentes

Las técnicas de fluorescencia sirven para analizar las caracteristicas del
espermatozoide, en particular evalia su funcion y la integridad de las membranas
plasmatica y acrosomal. Estas técnicas valoran el estado de las membranas,
determinando el impacto de los procesos de congelacion y vitrificacion, sobre la funcién

e integridad de dichas membranas (Restrepo et al., 2013).

2.10.1 Tincién de doble fluorescencia PI-PNA-FITC para la evaluacion de la
integridad de la membrana plasmatica

Un fluorocromo utilizado para evaluar la integridad de la membrana plasmatica es el
Yoduro de propidio (PI) el cual penetra en la membrana de los espermatozoides. Esta
técnica permite evaluar la integridad y el dafio que sufrié la membrana, sefialando cuéles
son las células viables y cuales son las bombas i6nicas que todavia conservan su
funcionalidad. Esta técnica permite clasificar a los espermatozoides que sufrieron dafios
en su membrana como muertos, ya que se tifien con el fluorocromo y los que conservan
su membrana intacta impiden la entrada de la tincion, considerandolos como vivos,
indicando cuales son los espermatozoides que todavia son funcionales y conservan su

capacidad fecundante (Restrepo et al., 2013).

2.10.2 Tincién de doble fluorescencia PI-PNA-FITC para la evaluacion de la
integridad de la membrana acrosomal

Para evaluar la integridad de la membrana acrosomal se utiliza el FITC/PNA aglutinina
(Arachis hypogaea), esta actlda permeabilizando la membrana, ya que se une al

acrosoma detectando la existencia de la membrana acrosomal, esto da dos resultados:
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el primero indicando que el acrosoma se encuentra intacto y el segundo resultado en
donde solo se tifie un segmento de la cabeza del espermatozoide, esto indica que hubo
una reaccion y el acrosoma esta dafiado. Esta evaluacién es muy importante para ver
cual es el estado de la membrana y determinar la capacidad fecundante después de la
criopreservacion, ademas ayuda a ver el Calcio y cual es su permeabilidad a este
(Restrepo et al., 2013).

Una tincion que también es utilizada es la Naranja de acridina, esta técnica el estado de
la integridad del ADN, ya que evalla la cadena de ADN, si esta presenta una doble
cadena estaria normal y se tifie de color verde, mientras que si el ADN presenta una
cadena simple esto significa que esta ha sufrido un dafio desenrollandose, provocando
gue la tincién se observe de color Naranja. Esto es importante, ya que si el ADN esta
dafado el espermatozoide pierde su funcionalidad y su capacidad para fecundar el 6vulo
(Carretero et al., 2017).

2.11 Evaluacion del indice de crioresistencia

Los espermatozoides que son sometidos a distintos métodos de criopreservacion y
sufren dafios en sus membranas y cambios en su estructura tanto fisica como quimica.
Estas alteraciones son resultado de las altas temperaturas a las cuales estan expuestos,
lo que provoca la formacion de cristales de hielo los cuales afectan al espermatozoide.
Para reducir estas alteraciones se ocupan diferentes agentes crioprotectores para
reducir el dafio que se puede producir en los espermatozoides, aumentando la
crioresistencia de estos y favoreciendo a que conserven su capacidad fecundante
(Boveda, 2021).

2.12 Criolesiones

Al momento de realizar los procesos de congelaciébn y descongelacion, los
espermatozoides estan sometidos a cambios de temperatura causando dafios en sus
estructuras, provocando que el espermatozoide pierda sus funciones afectando a su
viabilidad, integridad y su capacidad para fecundar el 6vulo. Un efecto relevante es el
dafio en la permeabilidad de los canales de Calcio, teniendo como resultado

concentraciones altas de Calcio a nivel intracelular (Elgueta, 2018).

Los dafios mencionados pueden ser el estrés osmotico, estrés oxidativo, estrés térmico

y estrés mecdnico, los cuales se detallan a continuacién:
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2.12.1 El estrés osmotico

El espermatozoide al estar expuesto a temperaturas bajas sufre cambios en su
membrana plasmética. Especialmente sufren cambios biofisicos cuando estan
expuestos a temperaturas de -20 °C. Al estar expuesto a -60 °C pueden sufrir un
desequilibrio i6nico y de liquidos en el espermatozoide incrementando la concentracion
de sales. Esto provoca un aumento en la presion osmatica provocando que el liquido
dentro del espermatozoide no se cristalice adecuadamente en comparacion con la que
esta afuera, dando como resultado que el liquido salga hacia en espacio extracelular a
través de la membrana por gradiente osmaético produciendo la deshidratacion del

espermatozoide (Elgueta, 2018).

2.12.2 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se debe a un desequilibrio en la produccién de radicales libres,
produciendo un exceso de estos en el metabolismo oxidativo fisiolégico. Esto provoca
alteraciones en el ADN, motilidad y también pueden afectar a la membrana plasmatica
(Elgueta, 2018).

2.12.3 Estrés térmico

Durante los procesos de criopreservacion, los espermatozoides estan expuestos a
cambios de temperatura que afectan a la integridad de las membranas acrosomal y
plasmatica. La magnitud del estrés que los espermatozoides sufren por el choque
térmico también va a depender de la velocidad con la que se realice, esto influye en el

aumento de estrés producido en el espermatozoide (Elgueta, 2018).

2.12.4 Estrés mecanico

El estrés mecéanico puede provocar dafos significativos, afectando estructuras
importantes para el espermatozoide como la mitocondria e incluso en el ADN nuclear.
Estas alteraciones estructurales influyen en parametros cinéticos como la velocidad y la

movilidad espermética (Elgueta, 2018).

2.13 Proteinas de choque térmico

Los procesos de congelacion y descongelacién causan dafio a la funcion de las
proteinas de las células espermaticas. Las proteinas de choque térmico HSP
contribuyen a la proteccion de las células, previniendo la apoptosis durante los procesos
de criopreservacion y reduciendo los efectos del estrés oxidativo, evitando el exceso de

la produccién de ROS. La familia de proteinas HSP es diversa, la HSP70 se distingue
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por su capacidad para estabilizar las proteinas de ensamblaje de membranas

intracelulares (Zhang et al., 2015).

La chaperona HSP70 brinda proteccion contribuyendo a mejorar la respuesta celular
frente a los dafos producidos por los ROS, en mayoria de células de mamiferos. Estas
proteinas de choque térmico se encuentran en el citoplasma, reticulo endoplasmatico,

mitocondrias y nucleo celular (Stamperna et al., 2021).

En las membranas plasmaticas contienen proteinas denominadas acuaporinas (AQPSs),
las cuales estan relacionadas con la difusiéon del agua y la crioresistencia celular de
distintas especies animales, tanto silvestres como domésticas. Estas proteinas se
caracterizan como marcadores de criotolerancia en los espermatozoides en los
procesos de congelacion y descongelacion. Cada una de estas acuaporinas va a variar

de especie y regién celular, se clasifican en tres familias (Galarza et al., 2023).

o Primera familia: AQP1, AQP2, AQP4 AQP5 y AQPS8, cumplen la funcién
de transportar el agua de forma selectiva.

e Segunda familia: AQP3, AQP7, AQP9 y AQP10, transportan agua y
Glicerol (aquagliceroporina), el cual va a actuar como sustrato energético en
la maduracién y almacenamiento de los espermatozoides.

o Tercera familia: estas se denominan superacuaporinas las cuales se
identifican la AQP11 y AQP12.

2.14 Proteina HSPA1A
La proteina HSPA1A forma parte de la familia de la proteina HSP70 e interviene en el
proceso de apoptosis celular regulandolo, ademas también interviene en el plegamiento

de las proteinas y en su correcta agregacion (Mori et al., 2015).

La proteina HSPA1A proporciona proteccion a los espermatozoides del choque térmico
al que estan expuestos al momento de ser sometidos a procesos como la congelacién
convencional y la vitrificacién cinética, ejerciendo un papel crioprotector. Estas proteinas
contribuyen en el desarrollo y maduracion de los espermatozoides. En especies como
los humanos, ratones, toros, verracos Yy ratas, la proteina HSP70 y algunas proteinas
gue son miembro de la familia HSP, estan presentes en las células germinales durante
el proceso de espermatogénesis. En el gato y los caballos se encontré que en la proteina

HSP70 se encontraba inmunolocalizada en el acrosoma de los espermatozoides de
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estas especies. En el toro esta proteina puede encontrarse también en el acrosoma,
pero ademas se encuentra en la pieza media en donde esté presente durante la reaccion
acrosomica y la capacitacién. La proteina HSP70 también ayuda al momento de la
fertilizacion, en el momento que los espermatozoides van a entrar al évulo y en la

interrelacion con la zona pelacida (Kumar et al., 2020).

Los procesos de congelacion convencional y vitrificacion provocan dafios tanto en la
estructura bioquimica como en la funcionalidad de los espermatozoides, debido a las
bajas temperaturas a las cuales tienen que enfrentarse en estos procesos de
criopreservacion, Estas alteraciones afectan la motilidad y la integridad de la membrana
plasmatica, provocando que pierdan su capacidad para fecundar el 6vulo. En especies
como los verracos o toros se ha evidenciado que la proteina HSP70 tiene un efecto

positivo aumentando la viabilidad de los espermatozoides (Reddy et al., 2018).

La proteina HSP tiene un papel importante en la capacitacién y la calidad de los
espermatozoides. Esta proteina destaca por su capacidad para ayudar a preservar la
motilidad y la integridad de las membranas, manteniendo la firmeza de estas,
protegiendo asi al espermatozoide de dafios, ya que estos comprometen su integridad

reduciendo su capacidad de fertilizar el évulo (Swelum et al., 2020).

Maria del Cisne Garcia Pacheco - Gissela Cristina Sanchez Pacheco



UCUENCA 36

3. Materiales y métodos

3.1 Materiales

3.1.1 Materiales fisicos

Caja de poliestireno
Bolsas ziploc
Guantes

Cofia

Mascarilla

Jeringas de 1mL

Puntas de pipetas automaticas (blancas, amarillas, azules)
Micropipetas automaticas (2-10 yL, 2 — 20 pL, 20 — 200 pL, y (100 — 1000

ML)

Cajas Petri de busqueda

Hoja de bisturi No 15

Papel secante

Céamara de Neubauer

Cajas Petri

Tubos eppendorf de 1,5 mL
Tubos falcon de 15 mL
Pajuelas de 0,25 mL
Criotubos de 2 miL

Balanza

Rampa de enfriamiento doble
Incubadora

Portaobjetos

Cubreobjetos

Esterilizador UV

Placa térmica

Vaso de precipitaciéon de 10 ml
Sistema CASA (SCA® - evolution, 2018, Microptic, Spain)

3.1.2 Materiales bioldgicos

Testiculos de perro (izquierdo — derecho)

Espermatozoides caninos
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¢ Huevos de gallina (Gallus gallus domesticus)

e Proteina recombinante HSPA1A

3.1.3 Materiales quimicos
e Tris (Sigma, 252859)
e Acido citrico (Sigma, C0759)
e Glucosa (Sigma, G5146)
e Penicilina G-sddica (Sigma, P3032)
e Sulfato de estreptomicina (Sigma, S9137)
e Glicerol (Sigma G9012),
e Sacarosa (Sigma, S1888)
e HEPES sodium salt (Sigma, H3784)
e Cloruro de sodio, NaCl (Sigma, S5886)
e Hidréxido de potasio; KOH (Sigma, P5958)
e Yoduro de Propidio (PI, Sigma P-4170)
e Aglutinina (PNA-FITC, Sigma L7381)
e Nitrogeno Liquido (NL2)

3.2 Metodologia

3.2.1 Ubicacion

La presente investigacion se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad
de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Cuenca, ubicada en el Km 23 de la via
Cuenca - Giron, a la altura de la Parroquia Victoria del Portete (coordenadas: latitud -
3°4'48" y longitud -79°4'31"). El Laboratorio se encuentra a una altitud de 2.663 metros
sobre el nivel del mar, a una temperatura promedio entre 10 a 15 °C, y una precipitacion

media anual de 789 mm.

3.2.2 Disefio experimental

Esta investigacion utilizé 40 testiculos provenientes de 20 perros sexualmente adultos,
mayores a 1 afio de edad. Los testiculos fueron recolectados en una campafia de
esterilizacion gestionada y desarrollada por la Facultad de Ciencias Agropecuarias de
la Universidad de Cuencay la llustre municipalidad de Cuenca, a través del proyecto de
vinculacién con la sociedad titulado “Salud, sanidad y bienestar animal en el austro -
CGA. Fase V”. La recuperacion espermatica mediante la técnica de flujo retrégrado. Las

muestras espermaticas de los testiculos izquierdos fueron usadas para la congelacién
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convencional (CC), mientras que las muestras espermaticas de los testiculos derechos
fueron usadas para la vitrificacion cinética (VIT). De acuerdo a la adicion de 10 pg/ml o
0 pg/ml (control) de la proteina recombinante HSPA1A a los medios de CC y VIT, se

establecieron cuatro tratamientos (n = 20 muestras epididimarias / tratamiento):

o CC-HSPAL1A: congelacién convencional + 10 pug/ml de HSPA1A,
o CC-control: congelacion convencional + 0 ug/ml de HSPA1A,

o VIT-HSPA1A: vitrificacion cinética + 10 pg/ml de HSPA1A,

o VIT-control: vitrificacion cinética + 0 pg/ml de HSPA1A.

Las muestras espermaticas de los tratamientos de congelacion convencional (CC-
HSPALA, n=99 pajuelas; y CC-Control, n = 86 pajuelas) se criopreservaron en pajuelas
de 0,25 ml, usando vapores de NL,. Mientras que las muestras de los tratamientos de
vitrificacion cinética (VIT-HSPA1A, n= 60 muestras; y VIT-Control, n = 62 muestras) se
criopreservaron sumergiendo directamente microgotas de 30 yl de muestra en NL;. La
cinematica espermatica, la integridad de membranas y del ADN y el indice de

crioresistencia fueron evaluados tras la criopreservacion.

3.2.3 Elaboraciéon de medios

La proteina recombinante de choque térmico HSPA1A bovina (Bos taurus) fue obtenida
en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Agropecuarias,
Universidad de Cuenca, mediante el empleo de un modelo de expresidn bacteriano con
la cepa recombinante de Escherichia coli Rosetta 2 (DE3): pET15b-HSPA1A y purificada
por cromatografia de afinidad a metales inmovilizados (IMAC). Dializada en PBS 1X, pH

7,4 y ajustada a una concentracion de 2,5 mg/ml (Largo & Pando, 2024).

Tabla 1. Composicion del medio base TCG-EY para la recuperacion espermatica,

procesamiento y criopreservacion de espermatozoides

Reactivo Cantidad
Tris 11,49
Acido citrico 6,6 9
Glucosa 189
Penicilina 240 mg
Estreptomicina 300 mg
Agua milli Q 300 ml
Yema de huevo (20%) 75 ml
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Tabla 2. Composicion del medio HEPES para uso en los ensayos de fluorescencia

Reactivo Cantidad
Hepes sodium salt 476,62 mg
NaCl 1151,27 mg
KOH 16,5 mg
Glucosa 198,77 mg
Agua milli Q 100 ml

Tabla 3. Preparacion de la solucion de Yoduro de prodidio (IP)

Reactivo Cantidad
Yoduro de propidio 1mg
PBS (Osmolaridad: 286 mOsm/kg, Ph: 6,8 — 7,0) 1mi

Tabla 4. Preparacién de la solucion Aglutinina (FITC/PNA)

Reactivo Cantidad
PNA-FITC aglutinina 0,2 mg
BSA 5mg
PBS (Osmolaridad: 286 mOsm/kg, Ph: 6,8 — 7,0) 1ml

3.2.4 Recuperacion de espermatozoides epididimarios

Los testiculos de perros obtenidos por orquiectomia bilateral fueron almacenados en
bolsas plasticas a 5 °C durante un tiempo entre 24 a 72 h. Los testiculos almacenados
en refrigeracion, fueron limpiados, secados y separados del epididimo. Los epididimos
intactos (y frios) fueron usados para la recuperacién espermatica usando la técnica de
flujo retrogrado, segun lo detallado por Galarza et al. (2021). Esta técnica consistio en
administrar 1 ml de medio base TCG-YH (previamente atemperado a 5 °C) a través del
conducto deferente y cortando transversalmente la cola del epididimo. El contenido fue
recolectado en un tubo Eppendorf de 1,5 ml. Este procedimiento de recuperacion
espermatica fue desarrollado a temperatura ambiente (18°C), y duré aproximadamente

5 minutos.
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Las muestras espermaticas recuperadas fueron evaluadas su motilidad, y aquellas que
tuvieron una motilidad y calidad de motilidad (Score de 1 — 5 segun la progresividad)
superior al 60 % y 2,5, respectivamente. Ademas, se evalué la concentracion
espermatica mediante la técnica de conteo celular usando la camara de Nuebauer. Las

muestras fueron mantenidas a 5 °C hasta su analisis inicial y procesamiento.

3.2.5 Criopreservacion de muestras
3.2.5.1 Congelacién convencional

Las muestras esperméticas de los tratamientos de congelacion, CC-HSPA1A y CC-
control fueron ajustadas a un volumen y concentracion inicial de 1 ml y 50 X 10°
espermatozoides/ml, respectivamente. Estas muestras se mantuvieron en refrigeracion
a 5 °C durante 1 hora. Consecuentemente, una segunda fraccién del 1 ml (mismo
volumen inicial) fue agregada las muestras iniciales de la siguiente manera: para el
tratamiento CC-HSPA1A se agreg6 1 ml del mismo medio TCG-YH + 10% Glicerol + 20
pHg/ml de proteina HSPALA; para el tratamiento CC-control se agregé 1 ml del mismo
medio TCG + 10% Glicerol (sin la adicién de la proteina). Por lo tanto, las muestras
espermaticas tuvieron las siguientes concentraciones finales: volumen 2 ml, una
concentracion de 25 X 10° espermatozoides/ml, concentracion de Glicerol del 5%, y
concentracion de la proteina HSPA1A de 10 y 0 pg/ml para el tratamiento CC-HSPA1A
y CC-control, respectivamente. Estos dos tratamientos se mantuvieron durante 1 hora
mas en equilibrio a 5 °C. Al final de este periodo, las muestras espermaticas se cargaron
en pajuelas de 0,25 ml previamente enfriadas (5 °C) y rotuladas, y se sellaron con
alcohol de polivinilo. La congelacion se realizé en exponiendo las pajuelas a vapores de
NL. estatico, siguiendo la metodologia detallada por Galarza et al. (2021). Un total de
185 pajuelas de los tratamientos CC-HSPA1A (n = 99) y CC-control (n = 86), fueron

congeladas en este experimento.

La descongelacion de las pajuelas se realizd sumergiéndolas en agua atemperada a 37
°C en un bafio Maria durante 30 segundos. Después de ello, las muestras
descongeladas fueron incubadas durante 5 minutos en bafio maria a 37 °C previo a su

analisis de calidad espermatica
3.2.5.2 Vitrificacién cinética

Las muestras espermaticas de los tratamientos de vitrificacion, VIT-HSPA1A y VIT-

Maria del Cisne Garcia Pacheco - Gissela Cristina Sanchez Pacheco



UCUENCA 4

control fueron ajustadas a un volumen y concentraciéon inicial de 1 ml y 50 X 10°
espermatozoides/ml, respectivamente. Tras 1 hora de refrigeracion a 5 °C, una segunda
fraccion del mismo volumen (1 ml) fueron agregadas a cada muestra inicial. En el caso
del tratamiento VIT-HSPA1A, se agregdé 1 ml del mismo medio TCG-YH + 500 mM
Sacarosa + 1 % de BSA + 20 pg/ml de proteina HSPALA. En el caso del tratamiento
VIT-control, se agreg6é 1 ml del mismo medio TCG + 500 mM Sacarosa + 1% de BSA
(control). De esta manera, las muestras espermaticas de vitrificacion tuvieron un
volumen final de 2 ml, una concentracion de 25 X 10° espermatozoides/ml, una
concentracion de Sacarosa del 250 mM, y finalmente una concentracion de HSPA1A de
10y 0 ug/ml para el tratamiento VIT-HSPA1A y VIT-control, respectivamente. El proceso
de vitrificacion cinética se realizd segun lo detallado por Cerdeira et al. (2022) y Galarza
et al. (2021). En una caja de poliestireno, se colocé 3,4 litros de LN- (correspondiente a
4 cm de altura desde su base) y se hizo caer gotas de 30 pl directamente sobre el NL,
hasta que se sumerjan. Estos pellets (esferas formadas) fueron almacenadas en
criotubos de 2 mL, y contenidas en un tanque criogénico durante 1 mes antes de su
evaluacion. Un total de 40 criotubos fueron obtenidos de ambos tratamientos de
vitrificacion: VIT-HSPA1A (n = 20) y VIT-control (n = 20).

El calentamiento se realiz6 deslizando los pellets sobre las platinas térmicas
atemperadas a 65 °C de un dispositivo de calentamiento de elaboracién artesanal (STC-
3008) (Galarza et al., 2024). En el lapso de 3 segundos, las esferas fueron derretidas, y
su contenido fue recogido en un vaso de precipitacion de 10 ml. Rapidamente, el
contenido fue trasladado a tubos Eppendorf de 1,5 mly centrifugado a 300 x g durante
5 minutos. El sobrenadante fue desechado y reemplazado con 300 ul de medio TCG-
EY atemperado a 22 °C. Las muestras calentadas fueron incubadas durante 5 minutos
para su posterior evaluacion de la calidad espermatica. Un total de 122 muestras de
vitrificacién de los tratamientos VIT-HSPA1A (n = 60) y VIT-control (n = 62) fueron
analizadas su calidad espermatica.

3.2.6 Analisis de calidad espermatica

3.2.6.1 Cinemética espermatica

Los pardmetros cinematicos de espermatozoides epididimarios de todos los
tratamientos fueron analizados mediante un sistema computarizado CASA (Sperm
Class Analyzer, SCA-Evolution® 2018, v.6.0.4.9 software, Microptic S.l., Barcelona,
Espafia), segun lo detallado por Galarza et al. (2021). Se analizé los siguientes

parametros cinematicos: motilidad total (MT, %), motilidad progresiva (MP, %), velocidad
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curvilinea (VCL, um/s) y curvilinea con trayectoria rapida (VCL-R, um/s), velocidad
rectilinea (VSL, um/s) y rectilinea con trayectoria rapida (VSL-R, um/s), velocidad
promedio (VAP, uym/s), linealidad (LIN, %), rectitud (STR, %), oscilacién (WOB, %),
frecuencia de batido de flagelo (BCF, Hz), y amplitud del movimiento lateral de la cabeza
(ALH, ym).

3.2.6.2 Estado de membranas plasméatica y acrosomal

El estado de las membranas (integras o dafiadas) de espermatozoides epididimarios
frescos y criopreservado de los cuatro tratamientos fueron analizadas mediante la
prueba de doble tincion fluorescente ‘IP + FITC/PNA’ (Yoduro de propidio + aglutinina).
Para este propdsito, las muestras fueron diluidas en un medio tampén HEPES (Tabla 2)
a una concentracion de 10 X 10° espermatozoides/ml, y en esa mezcla se agrego 5 ul
de la mezcla de los fluorocromos IP (Tabla 3) y aglutinina (Tabla 4). Se evaluaron un
total de 200 espermatozoides por portaobjetos utilizando un microscopio de luz de
epifluorescencia Nikon Eclipse E200 (Nikon Instruments Inc. Nueva York, NY, EE. UU.)
con un filtro de paso de triple banda (aumento de 400 X, y con una excitacion: 450-490
nm, y una emision: 520 nm). Se detectaron y cuantificaron cuatro subpoblaciones de
espermatozoides: (1) con la membrana plasmaética intacta y acrosoma intacto (IPIA); (2)
con la membrana plasmatica intacta y acrosoma dafado (IPDA); (3) con membrana
plasméatica dafiada y acrosoma intacto (DPIA); y (4) con la membrana plasmaética y

acrosoma dafiado (DPDA). Con estas categorias de espermatozoides se calcularon los

porcentajes totales integridad de membrana plasmatica (equivalente a viabilidad) (IMP:
IPIA + IPDA), y de integridad acrosomal (IMA: IPIA + DPIA).

Figura 6. Evaluacion de la integridad de membranas usando la prueba de doble
tincién fluorescente “IP + FITC/PNA”. * categoria IPIA; células en circulo verde
se atribuye a la categoria IPDA; células en el circulo azul se atribuye a la
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categoria DPIA; y células en los circulos amarillos se tribuyen a la categoria
DPDA. Fuente: Las Autoras

3.2.6.3 Evaluacion de la estabilidad de la cromatina

La estabilidad de la cromatina, equivalente a la integridad de ADN de las muestras
descongeladas y calentadas de los 4 tratamientos fueron evaluados mediante la prueba
de tincion fluorescente a base de Naranja de acridina. Para ello, se preparé un frotis de
cada muestra descongelada en un portaobjetos de vidrio y se secaron al aire. Cada
frotis se fij6 durante al menos 12 horas en solucién de ‘Carnoy’ (Metanol + Acido acético
glacial en proporcion 6:1) y posteriormente se secaron. A estos frotis se agregé una
solucion de tampon (80 mM de Acido citrico y 15 mM de NapHPO4, pH 2,5) y se incubd
a 75 °C durante 5 minutos. Posteriormente, los portaobjetos se tifieron con colorante
Naranja de acridina (0,2 mg/ml en PBS con una Osmolaridad: 286 mOsm/kg y un Ph:
6,8 — 7,0) Se lavaron con agua para eliminar la tincién de fondo; adun himedas, se
cubrieron con cubreobjetos y se evaluaron en un microscopio de epifluorescencia Nikon
Eclipse E200 usando los tres filtros, verde, violeta y rojo (excitacion: 510-560 nm y
emision: 590 nm). Se examinaron 200 células en cada portaobjetos de cada muestra.
Los espermatozoides con contenido normal de cromatina presentaron una fluorescencia
verde en su cabeza, mientras que los espermatozoides con la cromatina alterada o

condensada emitieron una fluorescencia que vario entre amarillo Naranja a rojo.

3.2.7 Evaluacion del indice de crioresistencia (IC)

El indice de crioresistencia (IC) de la motilidad total y progresiva, asi como de la
integridad de membrana plasmatica y acrosomal de las muestras espermaticas
congeladas y descongeladas se calculé dividiendo el porcentaje de estas variables post-
criopreservacion sobre el porcentaje de las mismas variables pre-congelacion, y se

multiplico por 100.

%motilidadtotalpost — criopreservaciéon

100 =
%motilidadtotalpre — congelacion

3.2.8 Analisis estadisticos

El andlisis estadistico fue realizado usando el software STATISTICA v.12., para
Windows. Todas las variables paramétricas fueron sometidas a la prueba de Shapiro-
Wilk para determinar la distribucion normal. Aquellas variables que no siguieron una

distribucién normal (p < 0,05) fueron transformados a Arcoseno o Log-10 (porcentuales
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y numéricos, respectivamente) previo a los andlisis estadisticos. Un ANOVA factorial de
2 X 2 X 2 fue usado para evaluar los efectos del tipo de muestra espermatica (fresca y
criopreservada), el método de criopreservacion (congelacién convencional [CC] y
vitrificacién cinética [VIT]), y la adicion de la proteina HSPA1A (10 pg/ml de HSPA1A y
0 pg/ml) asi como su interaccién, sobre la cinematica espermatica. Asimismo, se us6 un
ANOVA factorial de 2 X 2 para evaluar los efectos del método de criopreservacion y la
adicion de la proteina HSPA1A y su interaccion sobre integridad de membranas y del

ADN, y sobre los indices de crioresistencia. El nivel de significancia fue: p < 0,05.
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4. Resultados

4.1 Cinematica espermatica

Los valores promedios (media + EEM)de las variables cinematicas de los
espermatozoides epididimarios caninos suplementados con la proteina HSPA1A,
criopreservados mediante CC y VIT, se muestran en la Tabla 5. Una interacciéon
significativa (p < 0,05) entre tipo de muestra, el método de criopreservacion y adicion de
proteina HSPA1A fue evidenciado en la variable VCL-R. Asi mismo, una interaccion
significativa (p < 0,05) entre el tipo de muestra y método de criopreservacion fue
evidenciado en las siguientes variables cinematicas: MP, VCL, VAP, VSL, VSL-L, STR,
LIN, WOB y ALH.

Las siguientes variables cinematicas redujeron significativamente (p < 0,05) sus valores
después de la criopreservacion, independientemente del método usado (CC o VIT) y de
la adicion de la proteina HSPA1A: MT, MP, parametros de relacion de progresion (es
decir, STR, LIN y WOB), y la BCF.

En el andlisis antes de la criopreservacion, las muestras de los tratamientos de
congelacién convencional mostraron valores significativamente mas altos (p < 0,05) de
motilidades, velocidades, parametros de relacion de progresion y BCF que aquellas
muestras de los tratamientos de vitrificacion. Ademas, se pudo evidenciar que el
tratamiento VIT-HSPAL1A mostrd valores mas bajos (p < 0,05) de VCL-R en comparacion

con su tratamiento control (VIT-control).

Posterior a la criopreservacion, las muestras espermaticas de los tratamientos de
congelacién mostraron valores significativamente superiores (p < 0,05) de motilidades,
velocidades, parametros de relacién de progresiéon y BCF que aquellas muestras
espermaticas de vitrificacion, independientemente de la adicion de la proteina HSPA1A.
La suplementacion con la proteina recombinante HSPA1A tanto al medio de congelacion
(CC-HSPA1A) como el de vitrificacion (VIT-HSPA1A) generd un efecto positivo en la MT
de los espermatozoides caninos al mostrar un incremento significativo de sus
porcentajes en comparacién con sus controles (respectivamente, CC-control y VIT-
control). Las muestras del tratamiento VIT-HSPA1A produjo un valor de ALH mas alto
(p < 0,05) que aquellas muestras del tratamiento CC-HSPA1A (Ver Tabla 5).
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Tabla 5. Variables cineméticas (media + EEM) de espermatozoides epididimarios de perro diluidos con TCG-YH, suplementados con 0 (control)

y 10 pug/ml de proteina recombinante HSPAL1A, y criopreservados mediante congelacion convencional (CC) o vitrificacion cinética (VIT).

Variable

Muestras frescas

Muestras criopreservadas

CC-HSPA1A  CC-control  VIT-HSPA1A  VIT-control CC-HSPA1A  CC-control  VIT-HSPA1A  VIT-control
(n=20) (n =20) (n=20) (n =20) (n=99) (n =86) (n=60) (n=62)
MT (%) 715+3,712 66,0+4,602 554+474> 529+441° 55,2+ 1,79 449+144°¢ 375+1549 279+140¢
MP (%) * 428+6,65% 344+6,36% 20,2+546° 16,8+5,05" 18,6 +1,56° 153+1,17° 7,6+1,10° 51+0,76°
VCL (um/s) * 64,5+4,9223 598+382% 548+782® 543+640® 542+152% 548+172% 551+1,99%® 50,4+2721"
VCL-R (um/s) ®* 99,3+9,35° 109,8+4,44° 80,8+13,21° 102,3+1156° 108,9+3,25% 111,3+3,113 120,8+4,50% 112,2+5,442
VAP (um/s)*  43,9+3272 394+269% 324+519¢ 298+3,77°¢ 339+1,03°> 334+1,09° 30,3+1,31¢ 27,4+1,27°¢
VSL (um/s) * 39,1+3,042 346+267% 265+4,83> 226+338> 29,1+1,01°" 286+1,09° 239+1,30¢ 21,6+1,28¢
VSL-R (um/s) * 56,0+5012 60,4+2482 415+735° 478+578% 534+1,71% 523+1,66% 539+211% 51,4+260%
STR (%) * 836+1,192 804+1602% 71,4+253° 66,1+3,17° 76,3+0,71°> 76,6+0,83° 68,1+0,98¢ 67,2+1,00°¢
LIN (%) * 59,7+1,66% 543+212% 429+3,68°¢ 385+311° 495+0,87° 49,0+1,20° 40,2+1,19¢ 39,1+1,25°¢
WOB (%) * 70,0+1,322 655+1,59® 575+321¢ 557+2729¢ 62,1+0,69°> 61,1+1,01° 56,3+1,00¢ 545+1,24¢
ALH (um) * 26+0,18% 25+0,14® 24+0,27° 2,5+0,24% 2,3+0,06" 24+0,07® 26+0,082 2,5+0,09%
BCF (Hz) 8,1+0,362 7,9+0,33? 6,2+0,71° 6,2 +0,59° 72+017® 7,3+0,18®% 55+0,18°¢ 53+0,23¢

* Interaccién entre tipo de muestra y método de criopreservacion (p < 0,05). ® Interaccién entre tipo de muestra, método de criopreservacion y

adicion de proteina HSPA1A (p < 0,05). @ Diferentes superindices en cada fila (variable) expresan diferencias significativas (p < 0,05 para -

c—d—e; p < 0'01 para a—c, a—d, a—e, b—dy c—e).
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4.2 Integridad de las membranas esperméticas

Una interaccion significativa (p < 0,05) entre el método de criopreservacion y la
adicion de la proteina HSPA1A fue evidenciado en las subpoblaciones de
espermatozoides con la membrana plasmatica intacta y acrosoma dafiado (IPDA), y en

espermatozoides con la membrana plasmatica dafiada y acrosoma intacto (DPIA).

Las muestras espermaticas de los tratamientos de congelacion mostraron un
mayor porcentaje de espermatozoides con integridad de la membrana plasmética y
acrosomal (IP1A) que aquellas muestras de los tratamientos de vitrificacion (p < 0,05).
La suplementacién con la proteina HSPALA a los medios de congelacion y vitrificacion
produjo un mayor porcentaje de IPIA en comparacién sus tratamientos controles (CC-
HSPA1A vs. CC-control, p < 0,05; y VIT-HSPA1A vs. VIT-control, p < 0,05,

respectivamente).

En este mismo sentido, ambos tratamientos de CC produjeron menores porcentajes
indeseables de IPDA, DPIA, DPDA que ambos tratamientos de vitrificacion (p < 0,05).
De hecho, las muestras del tratamiento VIT-HSPA1A produjo menor porcentaje
indeseable de IPDA, DPIA, DPDA en comparacion con su control, VIT-control (ver Tabla
6).

La viabilidad (equivalente a la integridad de la membrana plasmatica, IMP) asi como la
integridad acrosomal fueron mayores en los tratamientos de congelacién que en los de
vitrificacion. El tratamiento CC-HSPA1A incrementd la viabilidad e integridad acrosomal
en comparacion con su tratamiento control CC-control (p < 0,05). Asi mismo, el
tratamiento VIT-HSPAL1A incrementé la viabilidad posterior a la criopreservacion

comparado con su contraparte VIT-control (p < 0,05) (Figura 7).

Tabla 6. Estado de las membranas de espermatozoides epididimarios de perro diluidos
con TCG-YH, suplementados con O (control) y 10 pg/ml de proteina HSPA1A, y

criopreservados mediante congelacion convencional (CC) o vitrificacion cinética (VIT).

Muestras Muestras criopreservadas

Categoria de £ .
fluorescencia ' 1eSCaS™  CC-HSPA1A CC-control VIT-HSPAL1A VIT-control

(n =20) (n = 99) (n = 86) (n = 60) (n = 62)

IPIA (%) 72,2+516 53,4+155% 445+123° 38,1+1,51¢ 27,9+1,39¢
IPDA (%) © 0,77+0,52 0,73+0,08° 1,62+0,45° 4,72+0,902 0,51 +0,08"

DPIA (%) © 73+2,45 13,6+055° 149+0,56° 11,2+0,95°¢ 18,0+0,73%
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DPDA (%) 21,3+3,10 32,2+1,239 39,0+1,11° 46,0+1,24" 535+1,41%

* Valores de referencia antes de la congelacion. @ Interaccion entre método de
criopreservacion y adicion de la proteina HSPA1A (p < 0,05). 4 Diferentes superindices

en cada fila (variable) expresan diferencias significativas (p < 0,05 para #°¢; p < 0,01

para *°).
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Figura 7. Viabilidad e integridad acrosomal de espermatozoides epididimarios de perro
diluidos con TCG-YH, suplementados con 0 (control) y 10 pg/ml de proteina HSPA1A, y
criopreservados mediante congelacion convencional (CC) o vitrificacion cinética (VIT).
Letras diferentes en cada barra y cada variable expresan diferencias significativas (p <
0,05 para a—b—c).

4.3 Integridad de ADN

La suplementacion con la proteina recombinante HSPA1A a los medios de
congelacioén vy vitrificacion produjo un efecto positivo en la integridad de ADN después
de la criopreservacion. Las muestras espermaticas de los tratamientos con la proteina
CC-HSPA1A y VIT-HSPA1A incrementaron significativamente (p < 0,05) la integridad
de ADN de los espermatozoides epididimarios de perro criopreservados en comparacion
con las muestras de sus tratamientos controles CC-control y VIT-control,
respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Integridad de ADN de espermatozoides epididimarios de perro suplementados
con 0 (control) y 10 pg/ml de proteina HSPA1A, y criopreservados mediante congelaciéon
convencional (CC) o vitrificacién cinética (VIT). Letras diferentes en cada barra y cada
variable expresan diferencias significativas (p < 0,05 para a-b).

4.4 indices de crioresistencia

Los tratamientos con proteina recombinante CC-HSPA1A y VIIT-HSPALA produjeron
un mayor indice de crioresistencia (ICR) para la motilidad total comparados con los
tratamientos controles CC-control y VIT-control (p < 0,05). En la motilidad progresiva,
sin embargo, el indice de crioresistencia fue significativamente mayor (p < 0,05) en los
tratamientos CC-HSPA1A, CC-control y VIT-HSPA1A que el tratamiento VIT-control
(Figura 9).
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Figura 9. indice de crioresistencia para MT y MP de espermatozoides epididimarios de
perro suplementados con 0 (control) y 10 pg/ml de proteina HSPA1A, y criopreservados
mediante congelacion convencional (CC) o vitrificacion cinética (VIT). Letras diferentes
en cada barra y cada variable expresan diferencias significativas (p < 0,05 para a—b).

Al igual que la motilidad total, el indice de crioresistencia para la viabilidad fue
significativamente mayor en los tratamientos con proteina HSPA1A (CC y VIT)
comparados con sus controles (p < 0,05). El indice de crioresistencia de la integridad
acrosomal fue significativamente mas alto (p < 0,05) en los tratamientos de congelacion
gue en los de vitrificacion. Solamente, en las muestras congeladas con la proteina
HSPA1A se evidencié un mayor indice de crioresistencia (p < 0,05) de espermatozoides

caninos comparado con las muestras del tratamiento control (Figura 10).
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Figura 10. indice de crioresistencia para viabilidad e integridad acrosomal de
espermatozoides epididimarios de perro suplementados con 0 (control) y 10 pg/ml de
proteina HSPALA, y criopreservados mediante congelacion convencional (CC) o
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vitrificacién cinética (VIT). Letras diferentes en cada barra y cada variable expresan
diferencias significativas (p < 0,05 para a—b).
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5. Discusién

Los resultados de esta investigacion indican que la adicion de la proteina recombinante
HSPA1A al medio de congelacién incrementd la cinematica antes y después de la
criopreservacion. Ademéds, la proteina HSPA1A increment6 la integridad y la
crioresistencia de las membranas plasméatica y acrosomal, asi como la integridad del
ADN. Por otro lado, la adicién de la proteina al medio de vitrificacion incremento la
motilidad total, la viabilidad, la integridad de ADN vy los indices de crioresistencia para
las motilidades y para la viabilidad. Estos resultados sugieren que la adicién de la
proteina HSPA1A influye positivamente en la criosupervivencia y crioresistencia de
espermatozoides epididimarios de perro. Para nuestro mejor conocimiento, esta
investigacion constituye el primer reporte del uso de la proteina recombinante HSPA1A

en la criopreservacion de espermatozoides caninos.

Estudios previos han determinado que la congelacion convencional de los
espermatozoides epididimarios de perro resulta en una mayor crioresistencia en
comparacion con el método de congelacién ultrarrapida (Galarza et al., 2021). Hasta la
fecha, las razones exactas por las cuales el método de congelacién ultrarrapida reduce
la motilidad siguen siendo desconocidas. Se ha sugerido que la disminucion de la
motilidad y las caracteristicas cinematicas de los espermatozoides congelados
ultrarrapidamente o vitrificados, se debe a cambios en la composicién de los lipidos de
la membrana plasmatica, lo que aumenta el dafio, induce la reaccion acrosomal y
desencadena la apoptosis (Rahiminia et al., 2017). Otros autores proponen que las altas
concentraciones de disacéaridos (por ejemplo, Sacarosa) utilizadas en la vitrificacién de
los espermatozoides caninos reducen la motilidad mas rapidamente después de la
criopreservacion, ya que son mas dificiles de metabolizar en comparacién con los
monosacaridos (por ejemplo, glucosa) empleados en la congelacién convencional lenta
(Parche et al., 2006). Los efectos negativos de la Sacarosa (100 a 250 mM) sobre la
motilidad se han demostrado previamente tanto en espermatozoides eyaculados como
epididimarios de otras especies domésticas y silvestres (Sanchez et al., 2011; Boveda
et al., 2018;2020).

Otra causa de la disminucién de la motilidad después de la vitrificacién podria estar
relacionada con cambios en el potencial de la membrana mitocondrial (Celeghini et al.,
2007). Se ha demostrado que la congelacién ultrarrapida o la vitrificacion alteran la
funcion mitocondrial, lo que reduce la motilidad de los espermatozoides debido a la
disminucion de la fosforilacion oxidativa y la sintesis de ATP, lo que a su vez afecta las
variables cinéticas de los espermatozoides (Celeghini et al., 2007; Ashrafi et al., 2011).

La congelacién convencional y ultrarrapida provocan un aumento desmesurado de las



53

ROS que desencadena en un estrés oxidativo (Desai et al., 2010). El estrés oxidativo y
la proliferacion de los radicales libres (OH", H2O, y O ") provocan una peroxidacion
lipidica de la membrana plasmética que resulta en una disminucion significativa de la
motilidad espermatica, cinética, viabilidad y capacidad fecundante (Lv et al., 2019). Los
resultados del presente estudio, independientemente de la adicion de la proteina
HSPAI1A, son consistentes con los trabajos mencionados anteriormente, ya que la
vitrificacion resulté en una menor crioresistencia (incluida la motilidad) en comparacién

con la congelacion convencional.

El uso de las proteinas como la HSP70 ha resultado efectivo para la reduccién del estrés
oxidativo. El incremento desmesurado de ROS provoca una perioxidacion lipidica (LPO)
de la membrana plasmatica de los espermatozoides. Las proteinas HSP70 mitigan el
estrés oxidativo reduciendo la sobreproduccion de las ROS (Pini et al., 2018) y protegen
la integridad de ADN (Fatmila et al., 2024). Zhang et al. (2015) propusieron que las
proteinas HSP70, en su funcibn como chaperonas moleculares, protegen a los
espermatozoides del estrés oxidativo, apoptosis y lesiones que se pueden presentar.
Ademas, los autores sugirieron que proteinas HSP son importantes para la preservacion
de la motilidad en los espermatozoides, al momento de realizar la congelacion y
descongelacion. Otros autores han propuesto que las proteinas HSP70 protegen los
espermatozoides ayudandolos a capacitarse y manteniendo la movilidad e integridad de
sus membranas (Swelum et al., 2020). Los resultados aqui descritos demuestran que la
adicion de la proteina HSPA1lA, miembro de la familia de HSP70, acrecentd la

cinematica, la crioresistencia de la motilidad y la integridad de membranas.

La integridad del ADN de los espermatozoides esta correlacionada con la fertilidad del
macho; su dafio o fragmentacién se asocian a problemas de infertilidad (Zini et al.,
2001). La estabilidad de la cromatina (o integridad del ADN) de los espermatozoides es
fundamental para lograr una fertilizacién exitosa del ovocito, ya que las anomalias
pueden afectar negativamente la calidad del esperma (por ejemplo, la motilidad y
cinética), el potencial de fecundacion (Lopez-Fernandez et al., 2007) y el desarrollo

temprano del embrién (Valcarce et al., 2013).

La adicion de la proteina a los medios de congelacion vy vitrificacion produjo de alguna
manera, un incremento en la integridad del ADN en espermatozoides epididimarios de
perro. La funcién de fortalecimiento en el plegamiento de proteinas de la membrana
plasmaética por parte de la proteina HSPA1A durante la criopreservacion, probablemente
incrementé la crioresistencia y con ello la integridad de ADN, evitando asi la
condensacion, sobrecondensacion o decondensacion de la cromatina. Por lo anterior,

se propone gque la inclusién de la proteina HSPALA en los medios de congelacion y
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vitrificacién podria ser una excelente estrategia en técnicas de reproduccion asistida
(TRAs) como es la fecundacion in vitro (FIV) o inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides en 6vulos (ICSI) debido a que conserva la integridad de ADN y con
ello mejoraria las tasas de desarrollo embrionario y de fertilidad tal como fue demostrado
en otras especies. Un trabajo reciente realizado en espermatozoides de toros valida los
presentes resultados al demostrar que la inclusién de 45 pg/ml de proteina HSPALA en
el medio de congelacion mejoré la cinética, integridad de membranas y la integridad de
ADN (Sancho et al., 2024).
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6. Conclusién

El presente trabajo concluye lo siguiente:

1. La crioresistencia de los espermatozoides sometidos a congelacion
convencional usando vapores de Nitrdgeno liquido producen una mayor
crioresistencia espermatica que aquellos espermatozoides sometido a
vitrificacion cinética.

2. La suplementacion con la proteina HSPA1A tanto a los medios de
congelacion convencional como de la Vvitrificacion cinética, incremento
crioresistencia de los espermatozoides epididimarios caninos basados en un
mejoramiento de la motilidad, integridad de las membranas plasmaticas y

acrosomal y del ADN posterior a la criopreservacion.

En base a estos hallazgos, nosotros recomendamos la inclusion de la proteina HSPA1A
como una estrategia exitosa en la criopreservacion de espermatozoides epididimarios

de perro
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