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Resumen
Esta investigacion evalud el efecto de diferentes agentes crioprotectores no penetrantes
(ACNP) en la vitrificacion de espermatozoides equinos. Para ello, se usaron 16 eyaculados
de cuatro caballos espanioles, recogidos mediante vagina artificial. Cada eyaculado fue diluido
con el diluyente Botusemen-Gold® + 1% BSA vy dividido en 4 alicuotas para conformar cuatro
tratamientos respectivamente, segun la congelacién o vitrificacién con ACNP: congelacion
convencional (CC, control), y vitrificacion con 100 mM sacarosa (VIT-Sa); con 100 mM
trehalosa (VIT-Tre); y con 50 mM rafinosa (VIT-Raf). La CC se hizo en vapores de nitrdgeno
liquido (NL2), mientras que las vitrificaciones sumergiendo gotas de 30 ul directamente en
NL.. Los resultados de las muestras espermaticas después de la descongelacion vy
calentamiento demostraron que el tratamiento CC produjo una mayor (P<0,01) motilidad,
cinematica e integridad de membranas en comparacion con todos los tratamientos de
vitrificacion. No obstante, los tres tratamientos de vitrificacion presentaron mayores valores
(P<0,05) de velocidad rectilinea, linealidad y oscilacién que el tratamiento CC post-
descongelacion. Por otro lado, los tratamientos VIT-Sa y VIT-Raf mostraron valores mas altos
(P<0,05) de motilidad total y progresiva e integridad de membranas plasmatica y acrosomal
en comparacion con el tratamiento VIT-Tre después del calentamiento. Finalmente, todos los
tratamientos vitrificacion y CC incrementaron (P<0.05) el largo y area de la cabeza de los
espermatozoides después del calentamiento y descongelacién respectivamente, comparado
con su referente en fresco. En conclusion, los resultados demostraron que a pesar de que la
congelacion convencional produjo una mayor criosupervivencia espermatica, la vitrificacion
con sacarosa Yy rafinosa produjeron una mayor motilidad e integridad de membranas
comparadas con la trehalosa, demostrando ser un método atractivo para criopreservar

espermatozoides equinos.
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Abstract

This research evaluated the effect of different non-penetrating cryoprotective agents (NCPAs)
in the vitrification of equine spermatozoa. To achieve this, 16 ejaculates from four Spanish
horses were collected using an artificial vagina. Each ejaculate was diluted with the
Botusemen-Gold® diluent + 1% BSA and divided into four aliquots to form four respective
treatments based on conventional freezing (CF, control) and vitrification with NCPAs: 100 mM
sucrose (VIT -Su); 100 mM trehalose (VIT-Tr); and 50 mM raffinose (VIT-Raf). CF was
performed using liquid nitrogen vapors (LN:), while vitrifications were carried out by
submerging 30 uL drops directly into LN2. the results of sperm samples showed that the CF
treatment produced higher (P < 0.01) motility, kinematics, and membrane integrity compared
to all vitrification treatments. However, all three vitrification treatments exhibited higher values
(P < 0.05) for straight-line velocity, linearity, and oscillation than the CF treatment.
Furthermore, VIT-Su and VIT-Ra treatments showed higher values (P<0.05) for total and
progressive motility, as well as plasma and acrosomal membrane integrity, compared to the
VIT-Tr treatment. Finally, all vitrification and CF treatments increased (P<0.05) the length and
area of sperm heads compared to their fresh counterparts. In conclusion, despite conventional
freezing resulting in higher sperm cryosurvival, vitrification with sucrose and raffinose
produced greater motility and membrane integrity compared to trehalose, making it an

attractive method for cryopreserving equine spermatozoa.

Keywords: vitrification, sperm, horse, motility, integrity
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Introduccion

La criopreservacion es un proceso que consiste en preservar a las células a temperaturas
bajo cero manteniendo en estado latente su metabolismo y capacidades vitales (Vera &
Javiera, 2018). Este procedimiento permite conservar los recursos de especies domésticas
de alto mérito genético y de especies silvestres en peligro de extincion (Borate & Meshram,
2022). Los espermatozoides, obtenidos a través del eyaculado o mediante el lavado
retrogrado de la cola del epididimo, son inmersos en medios de congelacién que contienen
un acido (p. e€j., N-Tris (hidroximetil) metil-2-aminoetano sulfénico, acido citrico o acido
ascorbico), una sal (p. €j., lactato de sodio), una fuente de azucar (p. €j., glucosa o fructosa)
y un agente crioprotector penetrante (p. €j., glicerol). Al disminuir la temperatura, las células
experimentan diversos cambios ultraestructurales, bioquimicos y funcionales que son
determinados por las velocidades de enfriamiento (Mazur et al., 1974). Es por ello, que la
congelacion convencional se hace mediante vapores de nitrégeno liquido estatico, sin
embargo, su respuesta criogénica ha permitido tener una criosupervivencia alrededor y por
debajo del 50% en el caso de carneros (Maxwell et al., 1993), bufalos (Lessard et al., 2009)
y equinos (Watson, 2000; Squires, 2013). Se ha observado que el semen de equinos posterior
a los procesos de congelacion reduce considerablemente la capacidad fecundante, esto se
debe a que los parametros para la seleccion de los reproductores en esta especie se basan
en el rendimiento en diferentes disciplinas ecuestres mas no, en la capacidad reproductiva
(Clulow et al., 2007; Varner et al., 2015).

Entre los factores mas importantes que determina la crioresistencia de los espermatozoides,
se han definido: choque de frio, estrés osmatico y estrés oxidativo, que estan mediados por
las velocidades de enfriamiento. Este dafio criogénico se traduce a lesiones celulares como
dafo a las membranas plasmatica, acrosomal y mitocondrial, fragmentacion de ADN, estrés
oxidativo y, en resumen, una baja capacidad de fertilizacién (Galarza et al., 2023). La
subpoblacion espermatica que sobrevive satisfactoriamente a la congelacion reduce su vida
util y la capacidad fecundante (Watson, 1995). Sin embargo, existen algunas diferencias entre
estos dos procesos, en los cuales el espermatozoide sufre dafios en su integridad vy
funcionalidad. Es por ello, que se ha planteado métodos de criopreservacion de
espermatozoides de equino que permitan proteger mejor al espermatozoide. Una de las
opciones que ha despertado interés en el mundo de la criobiologia es la vitrificacion cinética
(VIT).

Maximo Emiliano Leén Quinteros — Karen Mercedes Sacoto Patino
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La vitrificacion cinética (VIT) de espermatozoides es un método de criopreservacion que se
basa en el enfriamiento a velocidades ultrarrapidas (> 20.000 °C/min) que les permiten a las
muestras espermaticas (en bajos volumenes) alcanzar un estado vitreo sin la formacion de
cristales de hielo intra ni extracelular. Para lograr el estado vitreo, la VIT incluye altas
concentraciones de agentes crioprotectores no penetrantes (ACNP) tales como los azucares
disacaridos y trisacaridos. La sacarosa, trehalosa (disacaridos), y la rafinosa (trisacarido) han
sido usados previamente en la VIT de espermatozoides de diferentes especies de mamiferos,
incluyendo al caballo (Consuegra et al.,, 2018, 2019). Estos azucares proporcionan
hipertonicidad a los diluyentes, evitando la deshidratacion de las células antes de la
congelacion (Aisen et al., 2002; Aboagla & Terada, 2003).

A diferencia de la congelacion usando vapores de nitrégeno liquido (NL;) estatico, la VIT ha
logrado resultados promisorios de motilidad, vitalidad, morfologia e integridad de las
membranas en espermatozoides humanos (Le et al., 2019). No obstante, a pesar de las
ventajas detalladas en la VIT de espermatozoides equinos, aun existen efectos nocivos como
la toxicidad producida por la alta concentracién de ACNP al cual se exponen las células

(Consuegra et al., 2019).

La sacarosa y trehalosa han sido usados en la vitrificacion de espermatozoides humanos y
equinos a concentraciones de 20, 50, 100 y 200 mM adicionadas al medio de VIT (Schulz et
al., 2017; Hidalgo et al., 2018; Consuegra et al., 2019). También, el uso de un trisacarido
como la rafinosa (compuesto por galactosa, glucosa y fructosa) se ha usado eficientemente
como ACNP en la vitrificacion de espermatozoides equinos a una concentracion entre 50, 100
y 200 mM adicionado al medio de VIT. Un trabajo previo, demostré que las dosis de 100 mM
de sacarosa, 100 mM de trehalosa y 50 mM de rafinosa produjo mejores resultados de
cinematica en espermatozoides equinos vitrificados (Consuegra et al., 2019). Los efectos
beneficiosos de estas azucares en los diluyentes sobre la viabilidad post-calentamiento de
los espermatozoides es que proporcionan un sustrato energético extra para algunas células.
Ademas, estos azucares mantienen la presion osmotica del diluyente (Leibo & Songsasen,
2002). Se ha demostrado que la trehalosa a 100 mM produce una mejor criosupervivencia
basada en motilidad y cinematica en espermatozoides equinos (Consuegra et al., 2019), sin
embargo, en la mayoria de los parametros tanto la sacarosa como la rafinosa producen

resultados similares.

Por todo lo mencionado anteriormente, esta investigacion demostré el efecto de diferentes

ACNP adicionados a un medio de vitrificacion frente a la congelacién convencional y su
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respuesta a la criosupervivencia espermatica. En donde se comparoé la adicion de rafinosa a
una concentracion de 50 mM frente a 100 mM de sacarosa y 100 mM de trehalosa en el
medio de vitrificacion. Se cree que la rafinosa podria tener un efecto igual o mejor que los
otros disacaridos usados previamente en la VIT espermatica, debido a que ejerce su papel
de crioprotector al interactuar con lipidos y proteinas de la membrana plasmatica,
manteniéndolas estables y reduciendo la posibilidad de dafo por la formacién de cristales de

hielo intracelulares (Storey et al., 1998; Agca et al., 2002).
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1. Objetivos

1.1 General

e Evaluar el efecto de diferentes agentes crioprotectores no penetrantes en la

vitrificacion de espermatozoides equinos.

1.2 Especificos

o Valorar la cinematica e integridad de membranas de espermatozoides equinos
vitrificados con sacarosa, trehalosa y rafinosa.
o Evaluar las dimensiones morfométricas de la cabeza de espermatozoides equinos

antes y después de la vitrificacién con sacarosa, trehalosa y rafinosa.
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2. Revision de literatura

2.1 Obtencioén de espermatozoides equinos

2.1.1 Recoleccidén y transporte del semen

Para la recoleccion de semen equino se usa comunmente una vagina artificial, la cual
proporciona resultados mas satisfactorios y permite la obtencién de muestras espermaticas
menos contaminadas (Warren et al., 1979; Rossdale, 1991). La vagina artificial es un
dispositivo que simula las condiciones naturales del tracto reproductor de la yegua, en
particular: temperatura, presion y lubricacién, para asi estimular al caballo durante la
eyaculacion (Alarcon et al., 2012). La temperatura al interior de la vagina debe oscilar entre
40 a 47°C, al final de la vagina se ubica el recipiente colector de semen, los mas usados son
los de plastico, los cuales deben tener una temperatura entre 36 a 38°C para evitar que los
espermatozoides entren en un shock térmico, los eyaculados obtenidos no deben estar en
contacto con la luz solar directa para salvaguardar a las células espermaticas (Estévez et al.,
2009).

La recoleccién del semen puede ser exitosa dependiendo del libido natural que caracteriza al
semental, pero influiran factores como la genética del animal, el ambiente e incluso la
conducta del mismo (Robinson & Sprayberry, 2012). Una vez terminado el proceso, el semen
recolectado se debe llevar inmediatamente al laboratorio para su procesamiento, dilucion y

analisis (Rodriguez, 2009).
2.1.2 Dilucién y centrifugaciéon del esperma fresco

En los protocolos estandar de congelacion de semen es necesario retirar la mayor parte de
plasma seminal por centrifugacion simple y resuspension del pellet en el diluyente de
congelacion con el objetivo de obtener espermatozoides concentrados (Alvarenga et al.,
2016). La dilucion se hara en base a la concentracion espermatica, si es muy concentrada
sera de 2:1 racion (vol/ vol) y como minimo en racion de 1:1. El diluyente debe ser adicionado

al semen a una temperatura de 37° C para evitar golpes de frio (Gonzales et al., 2015).

Los diluyentes espermaticos tienen por objetivo contribuir en la reduccion de lesiones e inducir
a una mayor deshidratacion celular y asi evitar la formacion de cristales durante la
congelacion. Estan compuestos por diferentes sustancias (crioprotectores, azucares,
antibioticos, electrolitos, entre otros), que cumplen las siguientes funciones: proveer
nutrientes como fuente de energia, proteger a los espermatozoides de la bajada de
temperatura, mantener un adecuado equilibrio del pH, presién osmética y balance electrolitico

e inhibir el crecimiento bacteriano de (Alvarenga et al., 2016). El diluyente idoneo para la
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criopreservacion de semen equino, es aquel que reduce el dafio ocasionado por varios ciclos
de congelacion-descongelacién y que aumentan la recuperacion de espermatozoides maéviles

y viables (Betancur et al., 2016).

Considerando que los diluyentes comerciales Botusemen-Special® y Botusemen-Gold®,
ambos de base no sintética (proteinas micelares de leche desnatada), con la inclusién de
antioxidantes, colesterol y caseina, respectivamente, han demostrado ser eficaces en
protocolos de criopreservacion de espermatozoides equinos bajo condiciones de refrigeracion
(Gobato, 2020; Lago et al., 2020).

2.2 Criopreservacion

La criopreservacion de espermatozoides, es un procedimiento de suma importancia en el
desarrollo de biotecnologias para la reproduccion asistida, es utilizado en la inseminacion
artificial y la produccion de embriones por metodologias in vivo e in vitro (Vera & Javiera,
2018). Ademas de ser crucial para la conservacién de especies, recursos genéticos y la
mejora de la eficiencia reproductiva (Borate & Meshram, 2022). Esta tecnologia de
conservacion permite una maxima distribucién y una adecuada disponibilidad de material
germinal de especimenes de interés, facilitando el desarrollo de programas de mejoramiento
genético para rasgos de valor comercial en la especie, a través de la seleccion o los cruces
dirigidos (Vera & Javiera, 2018). Tiene como objetivo el mantenimiento de la viabilidad y
funcionalidad de células o tejidos congelados a bajas temperaturas, generalmente entre -
80°C y -196°C, para disminuir las funciones vitales de una célula o un organismo y lograr
mantenerlo en condiciones de vida suspendida por largos periodos de tiempo, condicién
denominada estado de latencia o quiescencia. A las temperaturas descritas, cualquier
actividad bioldgica, incluyendo reacciones bioquimicas que van a producir muerte celular,
quedan efectivamente detenidas (Samper & Morris, 1998). Esto ha permitido poder
almacenar células germinales de mamiferos por periodos largos de tiempo, incluyendo post-
mortem, a través del uso de tanques criogénicos con nitrdgeno liquido o en otros ambientes

bajo cero (Meyers, 2012).

En la criopreservacion la célula espermatica se enfrenta a una fase critica, esta ocurre cuando
las células seminales atraviesan temperaturas de -15°C a -60°C, lo que puede generar danos
nocivos en las células, una vez se supera ese umbral de temperatura, los espermatozoides
cesan su actividad metabdlica y se tornan células durmientes. El espermatozoide alcanza un
estado de anabiosis al encontrarse en nitrégeno liquido -196°C, en este momento no hay

paso de agua, ya que esta se encuentra en forma de cristales, esto genera una viscosidad
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alta, la difusién es practicamente nula y no hay energia térmica para que ocurra una reaccion

quimica (Caldevilla et al., 2020).

Los espermatozoides pueden ser conservados mediante dos métodos: congelacién
convencional y vitrificacion. El método convencional es un procedimiento que implica un largo
proceso de congelacion frente a la vitrificacion, el cual es un método rapido sin eliminacién
de agua, que emplea una “tasa de enfriamiento alta”, sin embargo, la contaminacioén por
nitrogeno liquido (NLz) es mayor y el tamafio de la muestra espermatica es mas baja en

comparacion a la congelacion convencional (Borate & Meshram, 2022).

El éxito de la criopreservacion depende de muchos factores, incluidos las interacciones entre
el crioprotector, tipo de diluyente, velocidad de enfriamiento, tasa de descongelacion,
empaque Y la variacion animal individual (Layek et al., 2016; Malo et al., 2019; Maziero et al.,
2019). Para que la criopreservacion se considere un éxito, el proceso debe permitir que el
espermatozoide retenga su capacidad de fertilizacion al ser descongelado. Para lograr esto,
debe conservar su capacidad de obtener energia a través del metabolismo, mantener la
configuracién e integridad de la membrana plasmatica normal, retener su motilidad, conservar
la integridad y funcionalidad de enzimas como la acrosina dentro del acrosoma, y asi poder

penetrar el ovocito (Layek et al., 2016).

El mayor riesgo para el mantenimiento de estas funciones se presenta por la formacion de
cristales de hielo y el movimiento resultante de agua hasta gradientes osméticos durante el
proceso de criopreservacion (Dalal et al., 2018). Se ha propuesto que la capacidad de los
espermatozoides para sobrevivir a la crioconservacion se correlaciona con su capacidad para
soportar el estrés y las reorganizaciones de la membrana inducidas por la temperatura
(Oldenhof et al., 2012). Se sabe que varias organelas de los espermatozoides se han visto
afectadas debido a los efectos de la crioconservacion. La respuesta al estrés mostrada por
los espermatozoides como reaccion a una caida de temperatura y el dafio por choque frio se
manifiesta como una disminucién en el metabolismo celular, alteracion de la permeabilidad
de la membrana, pérdida de componentes intracelulares, pérdida irreversible de la motilidad
del espermatozoide y un aumento en el nimero de espermatozoides muertos. Los cuales
influyen de manera significativa en la viabilidad y fertilidad de los espermatozoides (Cérdova
et al., 2004; Malo et al., 2019; Tiwari et al., 2021).

La criopreservacion de esperma equino todavia constituye un desafio tecnolégico debido a
las bajas tasas de supervivencia celular obtenidas, esto es atribuible a la alteracién de la
fisiologia normal y la viabilidad de los espermatozoides, que por la manipulacién vy

procesamiento excesivos son sometidos a diferentes tipos de estrés y, en consecuencia, las
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bajas tasas de fertilidad (Vera & Javiera, 2018). Sin embargo, el semen equino criopreservado
ha adquirido gran importancia en las ultimas décadas, debido a los beneficios que ofrece su
utilizacion. Entre éstos se destacan la posibilidad de almacenar el material genético de
reproductores sobresalientes, distribuirlo internacionalmente, controlar enfermedades
venéreas y aumentar la eficiencia del sistema de cria al posibilitar la inseminacién de multiples
yeguas con un solo eyaculado (Mesa & Henao, 2012). Por lo que, en la actualidad en el
campo de la reproduccion equina se buscan alternativas para optimizar las tasas de fertilidad,
sobre todo en el area de la criopreservacion, la cual sigue dando bajos valores de viabilidad
seminal. Por tal motivo, es de importancia el aprendizaje de nuevas técnicas de manipulacion

y conservacion espermatica (Gutiérrez, 2014).
2.21 Congelacién convencional

La congelacion del semen equino no ha sido facil, ya que el espermatozoide de caballo exhibe
diferencias fisioldgicas, bioquimicas y de transporte en el tracto reproductor femenino en
comparacion a otras especies (Fleming et al., 2018). Una de las principales razones para
esto, radica en que la seleccidon genética de sementales se ha basado mas en las
caracteristicas morfolégicas y habilidades deportivas mas que en las productivas vy
reproductivas (Clulow et al., 2007). Ademas, se ha determinado que esta especie no se ajusta
a los protocolos de programas de congelacién espermatica estandarizados para otras
especies como el bovino, ya que se observan tasas insatisfactorias de calidad y fertilidad del

semen descongelado (Blottner et al., 2001; Rocha, 2017).

Cuando se congela semen de manera rapida se genera una alteracion conocida como (shock
de congelacion) y ocurre generalmente cuando se atraviesa por el intervalo de temperatura
de 20°C a 1°C, lo cual se evidencia con los espermatozoides realizando movimientos
circulares, a su vez se presenta una pérdida de motilidad prematura, merma la produccion de
energia, se desprende el acrosoma espermatico, la permeabilidad de la membrana celular
aumenta generando pérdida de iones y moléculas intracelulares, lo cual se atribuye a
formacion de cristales de hielo intracelulares (Wernli, 2010). A nivel mundial se llevan a cabo
multiples estudios enfocados a mejorar los procesos de congelacion del semen equino y a
encontrar sustancias que atenuen los dafnos producidos por el estrés oxidativo y el choque
osmotico ocasionados por este proceso. Se ha estimado que aproximadamente el 20% de
los caballos producen semen que se congela bien, el 60% congela de manera aceptable y el

20% se congela mal (De Oliveira et al., 2019).

Un factor muy importante para tener en cuenta en explicar la sensibilidad del espermatozoide

equino a la congelacion, es la diferencia entre la composicion lipidica de las membranas
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celulares espermaticas frente a otros mamiferos. Los espermatozoides de sementales y
verracos tienen niveles mucho mas altos de acidos grasos docosapentaenoicos y menos
colesterol en sus membranas respecto a especies como el bovino, estos lipidos del semen
desempefian un papel importante en las caracteristicas del movimiento, la sensibilidad al

choque frio y la capacidad de fertilizacion de los espermatozoides (Macias et al., 2011).
2.2.1.1 Sistema convencional de congelacion en vapores de nitrogeno liquido

La criopreservacion con nitrogeno liquido hace uso de una curva de congelacién en la cual
las pajillas tienen un descenso gradual de la temperatura, para garantizar que los
espermatozoides no mueran en el proceso, se inicia ubicando las pajillas de forma horizontal
aproximadamente de 4 a 6 cm por encima del nivel del NL. durante 7 a 20 minutos, la
congelacion puede variar dependiendo de la altura a la que se coloca la pajilla, siendo
generalmente rapida, posteriormente las pajillas se sumergen en el NL, donde pueden ser
almacenadas por tiempo indeterminado, generando una viabilidad del 30-35% post-
descongelacion (Avila et al., 2006). Este sistema presenta las ventajas de ser econémico,
sencillo y requerir un menor costo de equipamiento y de uso de nitroégeno liquido (Restrepo
et al., 2012).

2.2.1.2 Sistema automatizado de congelacion

Los sistemas automatizados de criopreservacion usan curvas de congelacién que combinan
diferentes velocidades, sometiendo las pajillas a ciertas temperaturas bajo cero por minuto y
asf poder congelar el semen paulatinamente, posteriormente se sumergen las pajillas en NL.
La ventaja que ofrece este sistema es que las tasas de congelaciéon son mas uniformes, ya
que se tiene control sobre la temperatura ofreciendo una mayor calidad post-descongelacién
respecto a la congelacion con el sistema convencional, generando una viabilidad del 50% en

espermatozoides equinos (Elgueta, 2018).

A pesar de que la congelacion convencional es la técnica mas usada para criopreservacion
de semen equino, se describen diversos inconvenientes asociados a la formacion de cristales
de hielo extra e intracelulares que conlleva cambios osméticos, lo que ocasiona gran
contraccioén celular y dafios en el espermatozoide (Pérez et al., 2018). Las caracteristicas y
formas de los cristales de hielo dependen de las velocidades de enfriamiento (Mazur, 1984),
las velocidades de enfriamiento mas altas dan como resultado cristales mas pequefios
(Purdy, 2006), e incluso las velocidades de enfriamiento ultrarrapidas dan como resultado
cristales extremadamente pequefios en comparacion con los cristales de hielo de la

congelacion convencional (Boveda et al., 2018).
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Kumar et al. (2003) modificaron los protocolos de congelacion de esperma de mamiferos
(toro, carnero y verraco) respecto de sus procesos convencionales utilizando vapores de
nitrégeno liquido mejorando sus velocidades de enfriamiento, desarrollaron una prediccion
tedrica de las tasas de congelacion optimas y determinaron que usar velocidades de
enfriamiento iniciales lentas antes y durante la nucleacién del hielo, y luego acelerar a
velocidades de enfriamiento altas de 60 a 140°C/min hasta -80°C/min, permitiria mejorar la
criosupervivencia de los espermatozoides. Con base en esta prediccién, se han llevado a
cabo varias investigaciones utilizando la congelacién convencional con velocidades de
enfriamiento que incluyen aceleracion, iniciando con velocidades de enfriamiento lentas
seguidas de velocidades de enfriamiento mas altas. Tanto en especies domésticas (caprino,
carnero, perro, cobayo, toro y caballo) como silvestres (cabra montés ibérica y hurén), se han
obtenido mejores resultados mediante protocolos de congelacidon con velocidades de
enfriamiento por aceleracion (incremento gradual) en comparacion con aquellos protocolos
de congelacién con velocidades de enfriamiento iniciales altas seguidas de velocidades de
enfriamiento desaceleradas (p.ej., las obtenidas con el método convencional en vapores de
nitrogeno liquido). Por ofra parte, estudios recientes sobre congelacion lenta de
espermatozoides de cobayos y perros han utilizado un sistema de congelacion de dos rampas
a dos alturas sobre el nitrégeno liquido, la criocaja modificada tiene dos rampas de
congelacion ubicadasa 7y 17 cm o a 10 y 24 cm del NLz. El nivel de las rampas ha producido
resultados deseables para la motilidad y la integridad de la membrana plasmatica. Las dos
rampas han generado tasas de enfriamiento inicialmente lentas y luego tasas mas altas (a

través de la aceleracién) obteniendo mejores resultados (Galarza et al., 2023).
2.2.2 \Vitrificacion

La vitrificacion es una técnica relativamente nueva, desarrollada como resultado de la
busqueda de alternativas a los métodos convencionales de criopreservacion (Consuegra et
al., 2021). Se trata de la solidificacion de una solucion utilizando altas concentraciones de
crioprotectores no permeables (Azari et al., 2016), que ayudan a aumentar la viscosidad del
medio y una disminucién muy rapida de la temperatura a -196°C (2 x 106 — 2 x 107 C°/min)
(Phillips & Jahnke, 2016). Es considerada una técnica de congelacion ultrarrapida que
previene la formacion de cristales de hielo (Squires, 2016), preservando asi la arquitectura
intracelular y de las membranas. El éxito de la vitrificacion depende de tres factores claves:
la velocidad de enfriamiento, la alta concentracion de los crioprotectores afadidos a la
solucion de vitrificacién (VS) comparado con las concentraciones que se usan en la

congelacion convencional (CC) y el volumen de la muestra (Xueli et al., 2015).
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La vitrificacion se basa en la inmersién directa de los espermatozoides en NL, (Consuegra et
al., 2021), con el fin de aumentar las tasas de enfriamiento y calentamiento que son factores
criticos para una vitrificacion exitosa, lo que permite reducir las concentraciones de
crioprotectores (Rusciano et al., 2017). Las velocidades de enfriamiento extremadamente
altas aumentan la viscosidad de los fluidos intracelulares y extracelulares, lo que impide todo
tipo de difusion molecular y se traduce en una disminucion o incapacidad para formar hielo
(Galarza et al.,, 2023). Se ha denominado Vvitrificacion cinética debido a la bajada de
temperatura ultrarrapida que promueve la solidificacion vitrea del esperma (Pradiee et al.,
2015).

2.3 Agentes crioprotectores

Son sustancias hidrosolubles de bajo peso molecular, que tienen la capacidad de reducir el
efecto eutéctico de la solucién a la que se incorporan (Martinez et al., 2011). El punto eutéctico
es la maxima temperatura a la que se puede producir la mayor cristalizacién de la solucién.
La reduccion del mismo provoca una mayor deshidratacién de los espermatozoides,
generando un gradiente osmético menor, lo que conlleva a que la célula quede protegida
(Raménez et al., 2017), promoviendo el alcance de una concentracion de solutos a menor
temperatura, en donde el grado de deshidratacion celular es mayor y el gradiente osmatico
al que se somete sera menor. Es posible clasificar estos compuestos en penetrantes y no
penetrantes, de acuerdo a la capacidad permeable de los mismos sobre la membrana celular,
ademas se pueden diferenciar de acuerdo a su naturaleza bioquimica en 3 origenes:
alcoholes, azucares y el dimetilsulfoxido (Martinez et al., 2011). Para alcanzar resultados
optimos tras la criopreservacion, los espermatozoides deben ser protegidos mediante

agentes crioprotectores (AC), describiéndose dos tipos basicos:
2.3.1 Agentes crioprotectores penetrantes (ACP)

Son compuestos de bajo peso molecular y permeables a través de la membrana plasmatica,
producen una reorganizacion de los compuestos lipidicos y proteicos de esta, lo cual hace
que su fluidez incremente, favoreciendo la deshidratacion celular a bajas temperaturas
(Ramonez et al., 2017). Los agentes crioprotectores penetrantes (ACP) mas empleados son:
(glicerol [GLY], dimetilsulféxido [DMSO], dimetilacetamida [DMA], dimetilformamida [DMF],
1,2 propandiol, etilenglicol [ETG], propilenglicol, entre otros) (Pradiee et al., 2015). Todos
estos compuestos deshidratan la célula penetrando en ella y protegiendo el citoplasma
(Cuevas et al., 2011), atraviesan la membrana espermatica y protegen a la célula de las
lesiones producidas por la congelacion a velocidades lentas (Sandoval, 2005). Sin embargo,

al ser usados en grandes cantidades estos resultan ser toxicos para el espermatozoide
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dependiendo del tipo, concentracion, temperatura y tiempo de exposicion (Cuevas et al.,
2011).

2.3.1.1 Glicerol (GLY)

Es el crioprotector mas usado, pero no existe uniformidad en cuanto a su concentracion
6ptima en los diluyentes comerciales equinos. Presenta un claro efecto negativo, pudiendo
ser uno de los factores implicados en la baja motilidad y fertilidad post-descongelacion que
ha sido descrito en aves y en equinos (Avila et al., 2006). Los primeros estudios informaron
que el glicerol (GLY) reduce la calidad del semen fresco y congelado-descongelado en
algunas especies (carnero y toro) (Watson & Martin, 1975). También se ha informado que es
perjudicial cuando se afiade a diluyentes a temperaturas superiores a 30°C, asi como en
concentraciones elevadas superiores (> 6 % o < 2 %) (Colas, 1975). El GLY se utiliza
generalmente en concentraciones de 0,5 a 1,5 molar (M) (aproximadamente 4 a 10% vol/vol)
(Watson & Fuller, 2001).

El principal efecto toxico del glicerol esta desencadenado por el estrés osmético activo, que
cambia el contenido de agua de los espermatozoides producido durante su incorporacion y
eliminacion en las fases de congelacién y descongelacion (Avila et al., 2006), cualquier estrés
osmotico inducido podria reducir la longevidad de los espermatozoides y acelerar su
capacitacion (Galarza et al., 2023). Por lo que se ha propuesto el uso de crioprotectores
alternativos permeables de menor peso molecular y viscosidad y mayor permeabilidad, que
desencadenen un menor estrés osmdético y una menor formacién de cristales de hielo

intracelulares (Avila et al., 2006).
2.3.1.2 Dimetilformamida (DMF)

La dimetilformamida es una sustancia con un peso molecular inferior al del glicerol, se utiliza
como agente crioprotector y no se comporta como sustancia téxica durante el proceso de
criopreservacion (Alvarenga et al., 2005). Favorece a disminuir el estrés osmaético que otros
crioprotectores ocasionan en la célula espermatica, es un crioprotector benéfico para
espermatozoides equinos con baja tasa de supervivencia post-descongelamiento (Gomes et
al., 2002). Debido a que las amidas son de naturaleza hidrofilica, su interaccion con el agua
reduce la formacion de cristales de hielo dentro de la célula. De alli, el éxito de su uso como
crioprotector para semen de varias especies, incluyendo perros, caballos, cerdos, conejos y

aves (Alvarenga et al., 2005).
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2.3.2 Agentes crioprotectores no penetrantes (ACNP)

Son sustancias que presentan un alto peso molecular, son muy efectivos en la
criopreservacion a altas velocidades (vitrificacion) y promueven la rapida deshidratacion
celular. Son compuestos que no atraviesan la membrana plasmatica por su elevado peso
molecular, generando el efecto protector en el medio extracelular, ya que favorecen un medio
hiperténico que ocasiona que el agua salga de la célula (deshidratacion), previniendo que se
formen cristales de hielo intracelulares (Avila et al., 2006). La adicién del ACNP se realiza a
diferentes temperaturas, dependiendo de la permeabilidad y citotoxicidad del mismo, estos
se pueden afiadir o extraer aumentando o disminuyendo gradualmente la concentracion del
crioprotector en el medio, lo que reduce considerablemente el estrés osmético sobre la célula

a congelar (Fernandez et al., 2009).

Los crioprotectores no permeables a su vez se clasifican en crioprotectores de alto y bajo
peso molecular. Los de alto peso molecular son: polimeros como el polivinil alcohol,
polietilenglicol, ficoll y polivinil pirrolidona y los de bajo peso molecular son: monosacaridos,
disacaridos como la sacarosa (el mas empleado actualmente), trehalosa, glucosa y galactosa
(Izquierdo et al., 2015) o trisacaridos como la rafinosa en altas concentraciones (100 a 500

mM), que pueden ser toxicos para las células (Galarza et al., 2023).
2.3.2.1 Disacaridos

Estos compuestos toman su nombre por estar constituidos por la union de dos moléculas de
monosacaridos, su férmula general es C12H 22074, indicativo de que una molécula de agua es
eliminada durante la combinacién de los monosacaridos. Pertenecen al grupo de los hidratos

de carbono y son solubles en agua (Maynard et al., 2012).

Un estudio realizado por De Leeuw et al. (1993) demostré que la adicién de disacaridos como
la sacarosa y trehalosa a los medios de congelacion de semen de toro, puede producir ligeras
mejoras en la supervivencia de los espermatozoides. Por otra parte, Woelders et al. (1997)
determinaron que la adicion de sacarosa y trehalosa contribuye en la proteccién del
espermatozoide durante los procesos de criogenizacion dependiendo de la osmolaridad del

medio.

2.3.2.1.1 Sacarosa

También conocido como O- a-D-glucopiranosil-(1-2)-B-D-fructuofuranésido (McDonald et al.,
2011), tiene un peso molecular de 342,30 g/mol. Este compuesto esta presente en productos

vegetales como la cana de azucar y la remolacha azucarera. Es una azucar reductora debido
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a que no posee grupos aldehidos o cetonas libres, durante el proceso de hidrélisis enzimatica
por la sacarasa o por accion de un acido, se obtiene como resultado los dos monosacaridos

que la integran (Maynard et al., 2012).

Esta azucar ejerce su accion crioprotectora sobre la integridad de membrana y la
estabilizacion de proteinas durante la deshidratacion y rehidratacién celular en el transcurso
de la criopreservacion y el calentamiento o descongelacion (Leslie et al., 1995). Segun un
estudio por Aisen et al. (2000), en los diluyentes con ausencia de glicerol, los parametros de
motilidad post-descongelamiento en espermatozoides de carnero fueron mayores en
presencia de sacarosa en comparacién a aquellos a los que se adiciond glucosa,

demostrando el efecto crioprotector de los disacaridos.

CH,OH
HO D/ O
HO 4
OH
CH,0H o
D HO A
CH,OH
OH

Figura 1. Estructura de la sacarosa, tomado de Allinger et al. (1984).

2.3.2.1.2 Trehalosa

La trehalosa es un oligosacarido no reductor, formado por dos moléculas de glucosa, llamada
también O a-D-glucopiranosil-(1a1)- a-D-glucopiranésido, su peso molecular es igual al de la
sacarosa 342,30 g/mol. Es un compuesto estable durante los procesos de calentamiento y
en medios acidos, ha sido aislada en mas de 80 especies entre plantas, hongos, algas,

levaduras, insectos y otros invertebrados (Ramos et al., 2009).

Segun Rossi. (2012) existen varias investigaciones en bovinos y ovinos de la trehalosa como
agente crioprotector que han demostrado resultados promisorios en la viabilidad espermatica,
en donde se ha evaluado parametros como la motilidad en masa, motilidad individual

progresiva y el % de espermatozoides vivos post-calentamiento. Ademas, el valor de la
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trehalosa reside en que es un crioprotector no permeable, que mantiene la estructura de la
membrana de los espermatozoides contra los efectos del estrés oxidativo y el shock térmico

producido durante el descenso ultrarrapido de la temperatura (Hu et al., 2010).

La trehalosa actua en conjunto con los lipidos de membrana, su accion crioprotectora posee
un efecto estabilizador de la membrana, lo cual hace que dicha estructura tenga un impacto
negativo frente a los cambios de temperatura. Al igual que otros azucares, actua a nivel

extracelular manteniendo la presion osmética y la integridad de membrana (Rossi, 2012).

Otros estudios determinan que el diluyente en adicién a la trehalosa mejora la accion
antioxidante y reduce el estrés oxidativo de los procesos de criopreservacion. Por ello, la
trehalosa favorece la deshidratacion, reduciendo significativamente el efecto negativo del flujo
de agua de la membrana, que ocurre durante la criopreservacién y la formacion de hielo
intracelular (Yildiz et al., 2000).

SCH,OH

4
H OH
Figura 2. Estructura de la trehalosa, tomado de Valenzuela. (2012).

2.3.2.2 Trisacaridos

Existen muy pocos trisacaridos conocidos y basicamente estan constituidos por la unién de
tres moléculas de monosacaridos, su formula general es C1sH32016, SON Muy semejantes a
los disacaridos en su estructura, uno de los mas comunes es la rafinosa (Beyer & Wolfgang,
1987). En los procesos de criopreservacion se ha visto que estos compuestos tienen una
mayor capacidad protectora frente a los dafios ocasionados por la formacion de cristales de
hielo intra y extracelular y al estrés osmotico consecuente de los medios de criopreservacion,
protegiendo la membrana celular durante los procesos de enfriamiento y congelacion (Suarez
et al., 1991).
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2.3.2.2.1 Rafinosa

Es el compuesto mas abundante de los trisacaridos, su peso molecular es de 504,42 g/mol
(McDonald et al., 2011). Es un derivado de los procesos industriales de la sacarosa, se puede
encontrar en fuentes de origen vegetal y en pequefias concentraciones en la remolacha
azucarera, se estima que las semillas de algoddn contienen aproximadamente 80 g de
rafinosa por kg. Al final del proceso de hidrdlisis se obtienen 3 moléculas de monosacaridos,
glucosa, fructosa y galactosa. Esta azticar como muchas otras juega un papel crioprotector
al interactuar con los lipidos y proteinas de membrana, reduciendo considerablemente la
posibilidad de dafo celular grave por la formacion de cristales de hielo intracelulares (Storey
et al.,, 1998; Agca et al., 2002). Se ha documentado las propiedades crioprotectoras de
diferentes azucares contra los dafios inducidos por la congelacion y descongelacion en varios
tipos celulares (Yildiz et al., 2000; Agca et al., 2002; Bucak et al., 2007).

El efecto de la rafinosa se relaciona con el estrés oxidativo, en donde se involucra de manera
indirecta la sefalizacién y desencadenamiento de la produccidon de especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Van Den Ende & Valluru, 2009). Ha sido empleada en diferentes procesos
de criopreservacion de espermatozoides de roedores, en un estudio elaborado por Tada et
al. (1990), se demostrd que al adicionar 18% de rafinosa a un medio de criopreservacion para
ratones, mejora significativamente los parametros de motilidad y la capacidad de fertilizacion,
debido a la mayor proteccion contra el shock térmico que la rafinosa proporciona frente a la

sacarosa, ademas determiné que el GLY y la DMF fueron menos eficientes.

OH OH

HO

Figura 3. Estructura de la rafinosa, tomado de Minen. (2021)

2.4 Analisis Espermatico Asistido por Computador (CASA-SCA®)

El Analisis Espermatico Asistido por Computador (CASA-SCA®, Computer Assisted Sperm

Analysis) evalua con mayor seguridad y objetividad las caracteristicas de movilidad individual
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de los espermatozoides (Varner, 2008). Ademas, la habilidad de analizar la morfologia y
concentracion espermatica (Dascanio, 2014). Este sistema computarizado basa su analisis
en la captura y digitalizacion de imagenes sucesivas con una camara montada en un
microscopio de contraste de fase del movimiento de cada espermatozoide, para interpretarse
mediante un software y reflejarse en una serie de parametros calculados matematicamente
(Varner, 2008).

2.41 Motilidad espermatica

La motilidad espermatica es una de las pruebas comunmente empleadas para evaluar la
calidad de una muestra seminal, permitiendo diferenciar entre muestras de baja y alta calidad
(Puga et al., 2018). La evaluacion del porcentaje de la capacidad de movimiento espermatico,
debe tener movimientos progresivos, esto da informacién de la calidad de la integridad
morfoldgica de los espermatozoides y de la membrana espermatica (Veloz, 2017). El sistema
CASA-SCAP® obtiene la evaluacién a través de algoritmos basada en el movimiento de la
cabeza del espermatozoide y su dimensién, ademas pueden realizar un analisis de
movimiento a través de videocamaras, adaptadas al microscopio capturando diferentes
cuadros en los cuales se determinan las caracteristicas del movimiento espermatico
incluyendo: motilidad total (MT, %) y progresiva (%), velocidad curvilinea (VCL), velocidad
rectilinea (VSL), velocidad promedio (VAP), linealidad (LIN), rectitud (STR), oscilacion (WOB),
amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH), y frecuencia de batida del flagelo
(BCF) (Ley et al., 2002; Baumber, 2011). Las velocidades espermaticas, principalmente
velocidad curvilinea (VCL) y velocidad en linea recta (VSL) son las dos caracteristicas
cinematicas relacionadas con el potencial de fertilidad. (VCL) es una herramienta que permite
la identificacion de la reserva de espermatozoides en la union utero-tubal en ratones, mientras
que los espermatozoides que presentan altos valores de (VSL) tienen un alto potencial de
fertilidad en humanos, en equinos aun no hay estudios que demuestran una correlacion
directa, pero se cree que el obtener valores altos (VCL y VSL) puede estar relacionado con

un alto potencial de fertilidad (Lopez et al., 2007).

Al momento de la evaluacién se debe proveer al esperma un medio controlado que no cause
cambios drasticos a su normal funcionamiento y por ende nos den resultados equivocados.
Para proceder con la visualizacion del semen, se debe utilizar microscopia adecuada de
contraste 20X y 40X aumentos, el aumento final debe ser de 200X y 400X respectivamente,
el microscopio usado debe tener una temperatura ajustada a 37°C (Love, 2016). Un semental
se considera apto para congelacion al tener valores de motilidad progresiva entre el 60-70 %

en semen fresco y 30-35% en semen post-descongelacion. Con la observacion de la motilidad
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se evalua la viabilidad del esperma en busca de la existencia de anomalias morfoldgicas y la

concentraciéon de espermatozoides en la muestra observada (Benjumeda & Gomez, 2017).
2.4.2 Morfologia espermatica

Se define a la forma anatoémica del espermatozoide y consiste en uno de los principales
factores a evaluar en una muestra seminal (Veloz, 2017). La morfologia puede ser analizada
diluyendo una alicuota de semen en una solucion fijadora y examinando la muestra entre un
porta y cubreobjetos en el microscopio de contraste de fases (Garner et al., 1986). Se evalua
si los espermatozoides presentan alteraciones morfoldgicas, para lo cual se usan sustancias
buffer en formol o por tincion. Se clasifican las anormalidades morfoldgicas en: primarias, que
se asocian con defectos en la espermatogénesis de origen testicular; secundarias, que se
asocian a conductos extra testiculares y terciarias, que se desarrollan in vitro, como
consecuencia de una colecta errbnea o un manejo del semen inapropiado (Gonzales et al.,
2015).

En el 50% de los casos en equinos, la insercion de la cola es abaxial y no es de forma central
como en la mayoria de las especies; por ende, el patron de motilidad progresiva no es
rectiineo (Ortega, 2001). En promedio un semental debe de tener un 50% de
espermatozoides morfolégicamente normales, aunque puede variar considerablemente
durante la temporada reproductiva y en las evaluaciones rutinarias. La evaluacion de la
morfologia de los espermatozoides nos indica las distintas anomalias de cabezas y piezas
intermedias, acrosomas anormales, presencia de gotitas proximal y distal, cabezas
desprendidas, piezas intermedias, colas dobladas, colas en espiral y células germinales
prematuras. Se considera un eyaculado de baja calidad cuando son encontrados porcentajes
superiores al 30% de defectos en la cabeza, 25% de gotas citoplasmaticas proximales 0 40%
de espermatozoides anormales (Brito, 2007). En consideraciones generales el material
espermatico no debe tener mas del 30% de anomalias en la totalidad del eyaculado (Veloz,
2017).

2.4.3 Concentracion espermatica

Esta se determina a través de espermatozoides por unidad de volumen. Se puede medir la
concentracién por medio de recuento en la camara de Neubauer o por espectrofotémetro. El
célculo de la concentracion espermatica es importante, ya que permite determinar la dosis
inseminante correcta, o calcular el volumen de las muestras para los diferentes ensayos
(Dutra et al., 2013). Los valores de la concentracion espermatica media en equinos fluctian

entre los 150 y 300 millones/ml (Hafez, 2000), con un rango de variacion muy amplio de 30 -
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800 millones/ml. El numero total de espermatozoides dependera basicamente de tres
factores: el mismo semental, la estacion del afio y la frecuencia de eyaculado (Warren et al.,
1979).

2.4.4 Integridad de membranas plasmatica y membrana acrosomal

La membrana espermatica (ME) es una estructura heterogénea y dinamica que presenta
cinco dominios diferentes: acrosoma, segmento ecuatorial, regidon post-acrosomal, pieza
intermedia y cola. Participa en el reconocimiento y transporte de moléculas, con funciones
especificas que permiten que el espermatozoide adapte su metabolismo al medio
circundante, proporcionandole un sistema molecular para el reconocimiento del ovocito
(Hammerstedt et al., 1990). El proceso de congelacidon-descongelacion seminal afecta
considerablemente la integridad estructural y funcional de los dominios de estas membranas,
produciéndose un efecto deletéreo que menoscaba los resultados de la valoracion de
motilidad, vitalidad y viabilidad espermatica post-descongelacion (Pérez et al., 2001; Vera,
2001; Madrid, 2004; Rubio, 2006; Rubio et al., 2007). De aqui deriva que la evaluacion
morfoldgica o estructural del espermatozoide haga énfasis en la valoracion de la integridad
de su membrana plasmatica (MP) y acrosomal (MA), por su rol preponderante como limite
celular y por ser responsable de hacer efectivas las interacciones entre células tanto en

términos de integridad morfolégica, como funcional (Alvarenga et al., 2005).

En el analisis de las células espermaticas, algunas de las técnicas que han sido desarrolladas
subestiman la capacidad fecundante, lo que hace necesario la implementacion y el uso de
tecnologias de analisis seminal, ademas de tener en cuenta los factores extrinsecos e
intrinsecos a los cuales se somete el espermatozoide, lo que influencia en el proceso de la
fecundacion por el uso de semen de garafiéon o padrote. Es asi, como las técnicas y métodos
son la manera mas segura, entre algunas de ellas se encuentran las microscopias
fluorescentes, que permiten identificar las membranas con integridad conservada (Restrepo
et al., 2013; Reyes et al., 2022).

2.4.4.1 Evaluacion seminal por técnicas fluorescentes

El descubrimiento de una variedad de fluorocromos y de compuestos conjugados a sondas
fluorescentes, ha permitido un analisis mas amplio de los atributos de los espermatozoides
(Gillan et al., 2005). La evaluacién del semen equino por técnicas fluorescentes puede valerse
de diferentes tecnologias para la visualizacion y cuantificacion de la fluorescencia emitida por
la célula y los compartimentos celulares. Las principales técnicas utilizadas son la

microscopia de epifluorescencia, la fluorimetria y la citometria de flujo (Restrepo et al., 2013).
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2.4.41.1 Microscopia de fluorescencia

Para los estudios de acidos nucleicos, los fluorocromos mas empleados son el yoduro de
propidio (IP) (Parra, 1997). El IP es una tincién nuclear y por lo mismo sirve como tincién
espermatica de contraste (Cox et al., 1998), se trata de una tincidon no permeable, esta no
difunde al interior de la membrana plasmatica cuando esta intacta (Varner, 2008). Emite una
fluorescencia roja cuando se asocia a los acidos nucleicos del espermatozoide con la
membrana celular danada (Bollwein et al., 2008), solo tifie los nucleos de los espermatozoides
muertos (Restrepo et al., 2013), como consecuencia de la unién a la doble hélice nuclear
(Parra, 1997). Recientemente se ha incorporado la utilizacion de lectinas asociadas a
fluoresceinas como marcadores de acrosoma y de modificaciones plasmaticas en espermios
eyaculados. Las lectinas son glicoproteinas que se unen especificamente a terminales
azucares ubicados en las estructuras celulares y por lo mismo, se han utilizado como
marcadores especificos de glicoconjugados localizados, tanto en el acrosoma intacto como
en la matriz acrosomal. Las lectinas permiten localizar cambios en la distribucion de los
azucares sobre la membrana de los espermatozoides (Schwarz & Koehler, 1979). Para
microscopia de fluorescencia se utilizan fluorocromos como el isoticianato de fluoresceina
(FITC) conjugado con lectinas, que tienen afinidad por el acrosoma, donde PNA-FITC se une
a los terminales B-galactosa que se encuentran dentro de la membrana acrosomal externa
(Hernandez et al., 2012; Silva & Gadella, 2006). En donde se une al contenido acrosomal de
los espermatozoides de la especie humana y equina, luego de la permeabilizacién de la
membrana plasmatica, determinando asi la presencia o ausencia de la matriz acrosomal. Con
esta técnica se pueden identificar claramente dos patrones: el primero corresponde a los
acrosomas que fluorescen completamente de color verde, indicando un acrosoma intacto; y
el segundo como solo una banda fluorescente en el segmento ecuatorial de la cabeza del
espermatozoide, indicando la ocurrencia de la reacciéon acrosémica (Ramalho et al., 2007).
Al haber dafio en la membrana acrosomal, las lectinas pueden unirse a su zona de anclaje,
reflejandose como fluorescencia de color verde (Ugarelli et al., 2017), clasificandolos en
intactos y reaccionados, aquellos que se tifien de verde fluorescente tienen el acrosoma
intacto (ACIl) y como (ACR) acrosoma reaccionado cuando el verde fluorescente no esta
presente en la regién de la cabeza, o cuando esta presente en la region ecuatorial de la

cabeza (Hernandez et al., 2017).

Se pueden usar combinaciones de tinciones para incrementar la informacion obtenida, como
por ejemplo la combinacién de yoduro de propidio (IP) + PNA/FITC la cual brinda informacién

de la membrana plasmatica mas el estado del acrosoma (Graham & Mocé, 2005), esta
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permite la evaluaciéon del porcentaje de células que han perdido sus acrosomas pero que
mantienen intacta la membrana sobre el nucleo, o sea, el porcentaje de espermatozoides con
reaccion acrosomica “verdadera” (Berger, 1990). Ambos fluorocromos actuan mediante la
penetracion de la membrana espermatica y evalian la integridad de la membrana del
espermatozoide, marcando las células viables. La asociacion IP - PNA/FITC permite la
deteccién de 4 subcategorias de células: 1) viable, acrosoma intacto; Il) viable, reaccion
acrosomica “verdadera”; Ill) muerto, acrosoma intacto; IV) muerto, reaccion acrosémica

“falsa” o por degeneracion celular (Centola et al., 1990).

2.5 Dainos durante la criopreservacion seminal

Durante los procesos de criopreservacion se producen dafios letales y subletales en los
espermatozoides similares a la apoptosis que afectan a la viabilidad e integridad de los
espermatozoides y por lo tanto a su vida media y capacidad fecundante (Alvarenga et al.,
2005). El dano producido sobre los espermatozoides durante un proceso de criopreservacion
(congelacion o vitrificacion), se han asociado a la formacion de cristales de hielo intracelulares
(Morris et al., 2012), este efecto es producido principalmente por el cambio en la osmolaridad,
lo cual desencadena la pérdida de agua por parte del espermatozoide hacia un medio
extracelular hiperosmotico, con la finalidad de equilibrar el medio intra y extracelular. Durante
el proceso de descongelacion o calentamiento, la célula es expuesta a una solucién
hipoténica en el medio extracelular, lo cual por difusion pasiva permite el ingreso de agua
hacia el medio intracelular, incrementando el volumen espermatico, dicho estrés al cual es
sometido el espermatozoide puede causar dafios irreversibles a la membrana celular
(Pommer et al., 2002; Scherzer et al., 2009).

En este dano celular los espermatozoides son sometidos a estrés térmico, mecanico,
osmotico y oxidativo. También durante la criopreservacion se produce la formacion de
especies reactivas del oxigeno (ROS), las mismas no sélo son nocivas para la supervivencia
celular; sino que también inducen, junto a otros factores a la criocapacitacion. Asi, en el
transcurso del proceso de criopreservacion se produce una pérdida de la movilidad y
viabilidad de los espermatozoides, asociada a alteraciones en la composicion y permeabilidad
de la membrana plasmatica, acrosomal y dafio mitocondrial. Todos estos eventos reducen la
supervivencia del espermatozoide y su capacidad para interactuar con el tracto reproductivo
femenino registrandose bajas tasas de prefiez. Es por ello que en la criopreservacion se
utilizan distintos protocolos de congelacion, diluyentes y agentes crioprotectores, que tienen
como proposito proteger a los espermatozoides de los posibles dafios y evitar o reducir la

criocapacitacion (De Oliveira et al., 2019).
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2.5.1 Estrés oxidativo

Durante el metabolismo oxidativo fisioldégico de las células espermaticas se producen ROS,
que desempefian un papel importante en la funcionalidad espermatica de capacitacion,
reaccion acrosémica y el mantenimiento de la capacidad fecundante, entre otros. El problema
se desencadena cuando se produce un desequilibrio en la produccion o degradacion de estas
sustancias, desencadenando efectos adversos sobre los espermatozoides que afectan a la
membrana plasmatica, el ADN o parametros espermaticos como la motilidad (Gutiérrez,
2014). Ademas, producen muerte celular o dafios subletales que disminuyen la vida media
espermatica y capacidad de fecundacién. Los espermatozoides equinos dafados o
anormales, que forman parte de la poblacién heterogénea tras la descongelacién generan
mayor cantidad de ROS que los vivos o normales, afectando negativamente a estos (Tortolero
et al., 2005).

2.5.2 Estrés osmético

Al reducir la temperatura por debajo de los 20°C el espermatozoide comienza a presentar
cambios biofisicos, principalmente en la membrana plasmatica, pero cuando se somete a
temperaturas entre los (0°C y los -20°C o hasta los -60°C) el espermatozoide sufre efectos de
descompensacion idnica y de liquidos suficientemente graves. Los cristales de agua pura se
comienzan a formar al bajar de -5°C, y por el mismo fenébmeno de cristalizacién todos los
solutos quedan separados del cristal, aumentando asi la concentracién de sales en la porcién
de agua que aun no se congela. Este fenédmeno lleva a un aumento en la presion osmética,
y al ser el agua dentro del espermatozoide mas lenta en formar cristales que el agua fuera de
este, ocurre una salida de agua al medio extracelular por gradiente osmaética a través de la
membrana plasmatica. Como resultado de esto el espermatozoide se deshidrata (Fernandez
et al., 2009).

El estrés osmoético se ha asociado con efectos adversos sobre la motilidad, la viabilidad y el
potencial de membrana mitocondrial de las células espermaticas equinas, que podrian estar
asociadas con el estrés oxidativo y es producido como resultado del incremento de los niveles
de ROS a causa del choque térmico, la naturaleza quimica de los crioprotectores utilizados,
de la alteracion de la disponibilidad y la funcionalidad de los antioxidantes endégenos a causa
de la remocion del plasma seminal y de la alteracién estructural de los antioxidantes a causa
de los efectos térmicos y téxicos del proceso (Elgueta, 2018). Existe un rango de tolerancia
osmotica espermatica que en el equino esta entre los 450 y los 1500 mOsm/Kg (Gutiérrez,
2014).
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2.5.3 Estrés térmico

Durante el proceso de criopreservacion se producen alteraciones en las propiedades
termodinamicas y estructurales de los espermatozoides que afectan a su viabilidad, debido a
los cambios bruscos de temperatura, afectandose principalmente la membrana plasmatica y
acrosomal (Aretio, 2006), desencadenando una pérdida de integridad, funcionalidad y fluidez,
provocando alteraciones en la distribucion y funcién de las proteinas de membrana, como
consecuencia se altera la viabilidad espermatica (Gutiérrez, 2014). El dano espermatico que
resulta de un choque térmico va a depender no solo de la baja de temperatura, sino también
de la velocidad con que esta ocurra. Se ha establecido que cada tipo celular posee una
velocidad 6ptima de congelacion que garantiza su supervivencia luego de la criopreservacion,
si la velocidad de congelacion es demasiado rapida o demasiado lenta el estrés producido

por el proceso de criopreservacion aumenta (Aretio, 2006).
2.5.4 Estrés mecanico

Los dafios en las estructuras celulares del espermatozoide ayudan a explicar el descenso de
la movilidad y por ende de la fertilidad. Se ha reportado que los dafios en la mitocondria estan
asociados a la disminucion de la movilidad, pero también se ha encontrado que el semen con
alto grado de dafos a nivel del ADN nuclear registra una marcada disminucion de la movilidad
y velocidad espermatica post-descongelacion. La viabilidad de las células, definida como las
células con membrana plasmatica intacta y funcion mitocondrial, han sido seleccionados
como indicadores para la evaluacién de la calidad espermatica, especialmente para la
crioconservacion del esperma, cuya membrana plasmatica y mitocondrial pueden ser

dafadas durante el proceso de crioconservacion (Alvarenga et al., 2005).
2.5.5 Apoptosis

Es un proceso de muerte celular programado desencadenado a través de la via extrinseca,
iniciado por los receptores de la familia del factor de necrosis tumoral o la via intrinseca
activada en células con alteraciones en la homeostasis debido al estrés térmico, hipoxia o
radicales libres, o también como mecanismo fisioldgico para eliminar los espermatozoides del
tracto reproductor de la hembra. Los procesos de congelacién y descongelacién inducen a

fendmenos similares a la apoptosis (Gutiérrez, 2014).
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3. Materiales y métodos

3.1 Materiales

3.1.1 Materiales fisicos

e Vagina artificial (VA) Hannover para equinos (Ref: 11220/0145, Minitube®, Alemania)

e Manga interior (goma) para vagina artificial (VA) Hannover (Ref: 11222/0003,
Minitube®, Alemania)

e Botella colectora de semen para VA equina (Ref: 11231/0200, Minitube®, Alemania)

e Parafim®M (Ref: P7793, Sigma-Aldrich)

e Lubricante K-Y Gel® (Ref: SKU 100021489, REBE)

e Liners colectores

e Termometro

e Caja de polietileno

o Papel aluminio

¢ Guantes de inspeccion

e Balanza electrénica de precision (Ref: 00101)

e Microcentrifuga (PLC-01)

e Portaobjetos y cubreobjetos

o Camara de Neubauer (Ref: 81001MF)

e Caja criogénica de 2 rampas (24 y 10 cm de altura)

e Esterilizador UV (SKU:AE10187)

e Pajuelas de 0,5 ml (IMV, L’Aigle Cedex, Francia)

e Criotubos de 2 ml (NEST SCI.)

e Refrigeradora

e Tanque de nitrégeno liquido

e Tubos eppendorf de 1,5 ml

e Bafo Maria

e Placa térmica (Ref: 12055/0010, Minitube®, Alemania)

e Vasos de precipitacion de 10 ml

¢ Dispositivo de calentamiento (STC-3008)

e Microscopio de contraste de fases y fluorescencia (Nikon Eclipse Ci-E, contraste de
fase negativo [Ph1] con filtro verde; Nikon Instruments, Inc., Nueva York)

e Sistema CASA-SCA®, (Sperm Class Analyzer, SCA-Evolution® 2018, v.6.4.0.9,

software. Microptic S.L., Barcelona, Espafia)
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3.1.2 Materiales biolégicos

e Cuatro reproductores equinos: caballos espafnoles

e Eyaculados de caballo
3.1.3 Materiales quimicos y reactivos

¢ Diluyente Botusemen-Special® (Ref: 550/Botu/Special, BotuPharma, Brasil)
¢ Diluyente Botusemen-Gold® (Ref: 008/Botu/Special, BotuPharma, Brasil)
¢ N-Dimetilformamida (DMF) (Ref: D119-4)

¢ Albumina sérica bovina (BSA)

e Sacarosa (S0389, Sigma — Aldrich)

e Trehalosa (T9531, Sigma — Aldrich)

¢ Rafinosa (R0250, Sigma — Aldrich)

o HEPES (Fluorescencia/ Salt, NaCl, KOH, glucosa, agua destilada)

e Yoduro de propidio (IP, P4170, Sigma — Aldrich)

e Aglutinina (PNA-FITC, L7381, Sigma — Aldrich)

e Tincion SpermBlue® (SB-250-N)

¢ Resina sintética

39
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3.2 Métodos

3.2.1 Area geografica de estudio

La recoleccion de semen de caballo se realizé en la Yeguada ElI Carmen, ubicada en la
comunidad Lentag, perteneciente a la parroquia Asuncién del cantén Girdn de la provincia del
Azuay (latitud -2,35; longitud -79,2333), a una altitud de 1.503 m.s.n.m. y una temperatura
promedio de 17°C.

Figura 4. Yeguada el Carmen (Lentag, Asuncién, Girdn, Azuay). Fuente: Google Earth,
(2023).

El procesamiento de las muestras se realizd en el Laboratorio de Biotecnologia de la
Reproduccién Animal de la Universidad de Cuenca, ubicada en la Granja Irquis, area que se
encuentra en la provincia del Azuay, canton Cuenca, parroquia Victoria del Portete cuyas
coordenadas son (latitud -3,08; longitud -79,0752), a una altitud de 2.671 m.s.n.m. y una
temperatura entre 12y 18 °C.
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Figura 5. Laboratorio de Biotecnologia de la Reproducciéon Animal (Granja Irquis). Fuente:
Google Earth, (2023).

3.2.2 Diseio experimental

El estudio realizado incluy6 un total de 16 eyaculados provenientes de 4 caballos espafioles
adultos, fértiles y clinicamente sanos. El semen de cada caballo fue recolectado una vez por
semana durante 4 semanas. Inmediatamente a la colecta, cada eyaculado fue diluido en una
relacion 1:1 con Botusemen-Special® y posteriormente fue transportado al Laboratorio de
Biotecnologia de la Reproduccién Animal de la Universidad de Cuenca, donde inicialmente
se evalud la cinematica y morfometria de la muestra fresca. El semen diluido fue centrifugado
a 400 gravedades durante 10 minutos y el pellet obtenido fue resuspendido en 5 ml de
diluyente Botusemen-Gold®. A esta muestra se le llamé “muestra stock, cada muestra stock

se dividio en 4 alicuotas y se ajustd a una concentracion inicial de 100 X 108 spz/ml.
Cada alicuota fue usada para elaborar los cuatro tratamientos segun la adicion del ACNP:

1. Congelaciéon convencional (CC), control: Se empled el medio Botusemen-Gold® + 5%
de DMF. Un total de 96 pajuelas fueron congeladas (6 pajuelas por eyaculado; 24 pajuelas
/ caballo).

2. Vitrificacion con sacarosa (VIT-Sa): Se empled el medio Botusemen-Gold® + 1% de
BSA +100 mM de sacarosa. Se vitrificd un total de 32 criotubos (2 criotubos /eyaculado;

8 criotubos /caballo).
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3. Vitrificacién con trehalosa (VIT-Tre): Se emple6 el medio Botusemen-Gold® +100 mM
de trehalosa + 1% BSA. Se vitrificd un total de 32 criotubos (2 criotubos / eyaculado; 8
criotubos /caballo).

4. Vitrificacion con rafinosa (VIT-Raf): Se empled el medio Botusemen-Gold® + 1% de
BSA + 50 mM de rafinosa. Se vitrificé un total de 32 criotubos (2 criotubos / eyaculado; 8

criotubos /caballo).
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Figura 6. Disefio experimental. Fuente: Los autores, (2023).

3.2.2.1 Recoleccién y transporte de semen

Para este proceso, se empled una vagina artificial de tipo Hanover (rigida) la cual fue armada
a una temperatura entre 45 y 50°C, de tal modo que al momento de la colecta esta habia
disminuido entre 38 y 39°C. Los tubos colectores con sus respectivos filtros fueron cubiertos
con papel aluminio para evitar el contacto directo del eyaculado con la luz solar. Previo a la
colecta se realiz6 un lavado del pene, con el fin de reducir la posibilidad de contaminacion de
la muestra. Concluida la colecta, las muestras obtenidas fueron fraccionadas en dos
porciones, la primera para la evaluacion en fresco y la segunda para el procesamiento y
criopreservacion, la cual fue prediluida en relacién 1:1 con el diluyente comercial Botusemen-
Special® previamente atemperado a 37°C. Inmediatamente, las muestras fueron
transportadas a temperatura ambiente (22°C) al Laboratorio de Biotecnologia de la

Reproduccion Animal de la Universidad de Cuenca.
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3.2.2.2 Procesamiento del semen y asignacion de tratamientos

Una evaluacion inicial de la motilidad de las muestras frescas y diluidas fueron realizadas
tomando 5ul de semen atemperado a 37 °C. La motilidad inicial, asi como los parametros

cinéticos fueron medidos mediante el Sistema Computarizado CASA-SCA®.

Posterior a ello, se realizé la determinacion de la concentracion de la muestra de la muestra
espermatica, utilizando la camara de Neubauer empleando la dilucion 1:1 (muestra:
diluyente), se tomd 10 pl de la misma y se coloco en la camara de Neubauer recubierta por
un cubreobjetos y se procedié a contar los espermatozoides mantenidos dentro de los 5
cuadrantes usando un microscopio optico de campo claro a 40X de magnificacion, el total de
espermatozoides contados se multiplico por 107 (constante) y el valor obtenido fue expresado

en millones (Galarza et al., 2018).

Figura 7. Conteo de espermatozoides en la camara de Neubauer. Adaptado de Rodriguez,
(2018).

Cada fraccion de muestra prediluida 1:1, fue centrifugada a 400 gravedades durante 10
minutos, posterior a ello se procedio a extraer el sobrenadante de cada tubo falcén de 15 ml
y el pellet obtenido fue resuspendido en 5 ml del diluyente Botusemen-Gold®, denominada
muestra stock. Cada muestra stock se dividié en 4 alicuotas para los cuatro tratamientos
respectivamente, ajustada a un volumen de 1ml y a una concentracion inicial de 100 X 10°
spz/ml. Para estas muestras iniciales se uso el diluyente Botusemen-Gold®. Inmediatamente,
se adicion6 a cada alicuota, 1 ml de medio Botusemen-Gold® + BSA (1%) con el doble de

concentracion de agentes crioprotectores de la siguiente manera: CC, 10% de DMF; VIT-Sa,
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200 mM de sacarosa; VIT-Tre, 200 mM de trehalosa; y VIT-Raf, 100 mM de rafinosa. Como
resultado de estas mezclas, se obtuvo un volumen final de 2 ml en cada alicuota y las
concentraciones de 5% de DMF, 100 mM de sacarosa, 100 mM de trehalosa y 50 mM de

rafinosa.

3.2.2.3 Congelacién convencional

Las muestras del tratamiento 1 se sometieron a un proceso de refrigeracion a 5°C para
equilibrar las muestras durante 2 horas. Luego de este proceso, se cargaron las muestras
espermaticas en pajuelas de 0,5 ml y se sellaron con alcohol polivinilico (PVOH). Para su
congelacion se usoé un sistema criogénico de dos rampas detallado por Tamay et al. (2022),
en donde las pajuelas primero fueron colocadas en la rampa superior ubicada a una altura de
17 cm del nivel de NL; y se mantuvo durante 4 minutos; por consiguiente, las pajuelas fueron
trasladadas a la rampa inferior que se encontrd a 7 cm del nivel de NL» y se mantuvo durante
2 minutos. Finalmente, las pajuelas fueron sumergidas directamente en el NL, y se

almacenaron a -196 °C hasta su descongelacion y posterior analisis.

La descongelacion de pajuelas se realizé sumergiéndolas en bafio Maria a 37°C durante 30
segundos, seguido a ello el contenido de las pajuelas fue vaciado en tres tubos eppendorf
obteniendo como resultado 3 réplicas por pajuela, las cuales se mantenian atemperadas en
bafno Maria a la temperatura antes mencionada. Posteriormente las muestras descongeladas
fueron evaluadas su cinética, integridad de membranas y las medidas morfométricas de la

cabeza del espermatozoide.

3.2.2.4 Vitrificacion

Las muestras de los tratamientos 2, 3 y 4 fueron equilibradas durante 1 hora a 5°C previo a la
vitrificacion. La VIT se realizé dejando caer gotas de 30 ul de los diferentes tratamientos de
vitrificacion, desde una altura de 15 cm directamente sobre el NL,. Los pellets formados
fueron rescatados con un colador metalico y almacenados en criotubos de 2 ml, para luego
ser transportados a un tanque de almacenamiento de NL; a -196°C hasta el calentamiento y

su posterior evaluacion.

El calentamiento de los pellets se realizé en el dispositivo de calentamiento “STC-3008”
ajustado a una temperatura de 65°C segun lo detallado por Galarza et al. (2023), los pellets
se deslizaron en las platinas térmicas durante 3 segundos y el contenido fue recolectado en
un vaso de precipitacion de 10 ml, seguido a esto, la muestra fue centrifugada a 300

gravedades durante 5 minutos, se descartd el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en
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el diluyente Botusemen-Special®. De igual manera que en la descongelacion se obtuvieron 3
réplicas por criotubo, las cuales se mantenian atemperadas en bafo Maria a 37°C.
Posteriormente las muestras calentadas de los tratamientos 2, 3 y 4 fueron evaluadas su
cinética, integridad de membranas y las medidas morfométricas de la cabeza del

espermatozoide.

3.2.2.5 Analisis de motilidad

La cinematica de las muestras espermaticas frescas y post-criopreservacion de los
tratamientos fueron evaluados analiticamente mediante el sistema computarizado CASA-
SCA®, tomando 5ul de cada muestra y colocandolos en un portaobjetos con su respectivo
cubreobjetos, ambos previamente atemperados a 37°C. El sistema CASA-SCA® estuvo
acoplado a un microscopio de contraste de fases y se registré los siguientes parametros:
motilidad total (MT, %), motilidad progresiva (MP, %), velocidad curvilinea (VCL, pum/s),
velocidad promedio (VAP, um/s), velocidad rectilinea (VSL, um/s), linealidad (LIN, %), rectitud
(STR, %), oscilacion (WOB, %), amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, uym),
y frecuencia de batida del flagelo (Hz) en 3 campos con 200 trayectos de espermatozoides
en promedio por cada réplica de los distintos tratamientos, luego dichos campos fueron

limpiados manualmente.

3.2.2.6 Evaluacioén de la integridad de membranas

La integridad de membranas fue evaluada mediante la prueba de doble tincién fluorescente
IP + PNA/FITC. La tincién de fluorescencia fue preparada mezclando 50 ul de IP mas 50 ul
de PNA/FITC aglutinina en ausencia de luz cubriéndolos con papel aluminio hasta su uso.
Posteriormente se tomd 30 ul de muestra por cada réplica de cada tratamiento, la cual fue
diluida en 200 yl de HEPES (solucion tampon) a una concentracion promedio de 20 x 10°
spz/ml, y en las mismas condiciones de oscuridad se adicion6 10 pl de tincion IP + PNA/FITC.
Se analizaron cuatro subpoblaciones espermaticas mediante conteo celular (100 spz) en un
equipo de epi-fluorescencia (excitacion: 450—490 nm y emision: 520 nm), segun lo detallado
por Tamay et al. (2022), las subpoblaciones a analizar fueron: IPIA, membrana plasmatica
intacta y acrosoma intacto; IPDA, membrana plasmatica intacta y acrosoma dafado; DPIA,
membrana plasmatica dafiada y acrosoma intacto; y DPDA, membrana plasmatica dafiada y
acrosoma dafiado. Ademas, el total de espermatozoides con la membrana plasmatica integra
(Total IP: IPIA + IPDA) y acrosoma integro (Total IA: IPIA + DPIA) fueron calculados.
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3.2.2.7 Evaluacion de morfometria de la cabeza de los espermatozoides

Finalmente se realizé un frotis colocando 10 ul de muestra y 12 pl de tincién SpermBlue® en
el extremo de un portaobjetos, estas fueron homogenizadas y arrastradas con otro
portaobjetos. Los frotis se secaron sobre la placa térmica para ser fijados con cubreobjetos
largos empleando resina sintética, dicha técnica se describié previamente por Galarza et al.
(2021). Posteriormente, el analisis de morfometria de la cabeza de los espermatozoides se
realizé automaticamente utilizando el moédulo ASMA (Automated Sperm Morphology Analysis)
del mismo sistema CASA-SCA®, tanto en muestras frescas y criopreservadas se analizaron
100 imagenes de cabezas tefiidas a 60X aumentos, para obtener las dimensiones
morfométricas: largo (L, um), ancho (W, ym), area (A, um?), perimetro (P, um), elipticidad
(L/W, pm), elongacion ((L-W)/(L+W), ym), rugosidad (41TA/P2, um) y regularidad (TTLW/4A,

pum), de los espermatozoides fijados.

3.3 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de las diferentes evaluaciones espermaticas fueron analizados en el
software STATISTICA v.12., para Windows (StatSoft, Tulsa, OK, USA). Previo a los analisis
estadisticos, los datos fueron sometidos a la prueba de Shapiro-Wilk para determinar una
distribucion normal; aquellos datos que no siguieron una distribucion normal fueron
transformados a Arcoseno o Log-10 (porcentuales y numéricos, respectivamente). Se empled
un ANOVA unidireccional y la prueba post Hoc de Bonferroni para evaluar el efecto de los
diferentes agentes crioprotectores no penetrantes (sacarosa, trehalosa y rafinosa) frente a la
congelacion convencional sobre la cinematica, integridad de membranas y dimensiones
morfométricas de la cabeza espermatica en muestras equinas frescas y criopreservadas.
Ademas, el factor “reproductor” (caballo) fue incluido como covariable en este analisis debido
a la variabilidad entre algunos caballos. El nivel de significancia fue considerado como (P <
0,05).
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4. Resultados
4.1 Cinematica

Los parametros cinematicos de espermatozoides frescos y criopreservados de los diferentes
tratamientos de congelacion (CC) y vitrificacion (VIT-Sa, VIT-Tre y VIT-Raf) se muestran en

las Figuras 8 — 11.

En general, los parametros cinematicos como las motilidades (MT y MP), velocidades
curvilineas (VCL y VCL-R) y la ALH fueron afectados por los procesos de criopreservacion
(congelacion y vitrificacion), debido a que sus valores se redujeron significativamente (P <
0,05) después de los procesos criogénicos en comparacion con sus valores referentes antes
de la congelacién (fresco). Ademas, el factor “reproductor” influyd en algunos parametros
cinematicos tales como la MP, VCL-R, VSL, STR, LIN, WOB, ALH y BCF debido a que se

evidenci6 diferencias significativas entre caballos (P < 0,05).

El tratamiento de congelacion convencional (CC) produjo mayores porcentajes (P < 0,05) de
MT y MP comparado con todos los tratamientos de Vvitrificacion. No obstante, los
espermatozoides vitrificados con sacarosa (VIT-Sa) y rafinosa (VIT-Raf) produjeron mayores
porcentajes de MT y MP que aquellos espermatozoides vitrificados con trehalosa (VIT-Tre)
(Figura 8).
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Figura 8. Motilidad total (MT) y progresiva (MP) de espermatozoides de caballo congelados

(CC) y vitrificados con diferentes agentes crioprotectores no penetrantes: sacarosa (VIT-Sa),

trehalosa (VIT-Tre) y rafinosa (VIT-Raf). Asterisco indica diferencias significativas entre

caballos * P < 0,05. Letras diferentes en cada barra y cada motilidad expresa diferencias

significativas entre tratamientos 2-?-¢-9 P < 0,05; 2-¢b-da-d P <(,01.
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Los tratamientos VIT-Raf y VIT-Tre produjeron una velocidad rectilinea (VSL) superiores (P <
0,05) al tratamiento CC; incluso alcanzaron valores de VSL similares a los espermatozoides
frescos (sin criopreservar) (P > 0,05). En el mismo sentido, todos los tratamientos de
vitrificacion alcanzaron valores mas altos de velocidad rectilinea con trayectoria rapida y
progresiva (VSL-R) que aquel tratamiento de congelacion CC; incluso los tratamientos VIT-

Sa y VIT-Raf alcanzaron valores similares de VSL-R a las muestras en fresco (Figura 9).
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Figura 9. Velocidad curvilinea (VCL) y rectilinea (VSL) con sus trayectorias progresivas
rapidas (VCL-R y VSL-R) de espermatozoides de caballo congelados (CC) y vitrificados con
diferentes agentes crioprotectores no penetrantes: sacarosa (VIT-Sa), trehalosa (VIT-Tre) y
rafinosa (VIT-Raf). Asterisco indica diferencias significativas entre caballos * P < 0,05. Letras
diferentes en cada barra y cada motilidad expresa diferencias significativas entre tratamientos
a-b-c P <0,05;2-¢, P<0,01.

Sorprendentemente, todos los tratamientos de congelacion y vitrificacion produjeron mayores
porcentajes (P < 0,05) de rectitud (STR) que su valor referencial en fresco (no
criopreservados). Ademas, los tratamientos VIT-Tre y VIT-Raf mostraron un mayor porcentaje
(P < 0,05) de STR que aquel tratamiento VIT-Sa. En el mismo sentido, todos los tratamientos
de vitrificacion produjeron sorprendentemente mayores porcentajes (P < 0,05) de linealidad
(LIN) y oscilacion (WOB) comparados con los tratamientos de congelacion y/o fresco (Figura
10).
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Figura 10. Rectitud (%), linealidad (LIN) y oscilacion (WOB) de espermatozoides
de caballo congelados (CC) y vitrificados con diferentes agentes crioprotectores
no penetrantes: sacarosa (VIT-Sa), trehalosa (VIT-Tre) y rafinosa (VIT-Raf).
Asterisco indica diferencias significativas entre caballos * P < 0,05. Letras diferentes en cada
barra y cada motilidad expresa diferencias significativas entre tratamientos 2-°-¢, P < 0,05; @

~°, P<0,01.

Los espermatozoides congelados convencionalmente (CC) produjeron valores mas altos (P
< 0,05) de ALH y BCF que todos los tratamientos de vitrificacion. De hecho, el tratamiento CC
obtuvo un valor de BCF superior (P < 0,05) al valor en fresco. Finalmente, el tratamiento VIT-

Tre obtuvo un valor mas alto (P < 0,05) de BCF en comparacion con el tratamiento VIT-Sa

(Figura 11).
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Figura 11. Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y frecuencia de batida de
flagelo (BCF) de espermatozoides de caballo congelados (CC) y vitrificados con diferentes
agentes crioprotectores no penetrantes: sacarosa (VIT-Sa), trehalosa (VIT-Tre) y rafinosa
(VIT-Raf). Asterisco indica diferencias significativas entre caballos * P < 0,05. Letras
diferentes en cada barra y cada motilidad expresa diferencias significativas entre tratamientos

a-b-c¢ P <0,05;2-¢, P<0,01.
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Figura 12. Registro de la cinematica de espermatozoides equinos frescos. Fuente: Los
autores, (2023).

Figura 13. Registro de la cinematica de espermatozoides equinos después del proceso de
criopreservacion, evaluados mediante el sistema computarizado CASA-SCA®. A, congelacion
convencional (CC); B, vitrificacién sacarosa (VIT-Sa); C, vitrificacion trehalosa (VIT-Tre); D,

vitrificacion rafinosa (VIT-Raf). Fuente: Los autores, (2023).

4.2 Integridad de las membranas plasmaticas

El analisis post-criopreservacion del estado de las membranas plasmatica y acrosomal de los
espermatozoides equinos congelados vy vitrificados con diferentes agentes crioprotectores no
penetrantes se muestran en la Tabla 1. El factor “reproductor” influyé en algunas categorias
de espermatozoides tales como la IPIA y total IP debido a que se evidencié diferencias

significativas entre caballos (P < 0,05).
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Los espermatozoides del tratamiento de congelacion convencional CC produjo un mayor
porcentaje (P < 0,05) de espermatozoides con integridad simultanea de la membrana
plasmatica y acrosomal (IPIA) y con integridad total de la membrana plasmatica (Total IP) que
todos los tratamientos de vitrificacion. No obstante, en la vitrificacion, los tratamientos VIT-Sa
y VIT-Raf obtuvieron mayores porcentajes (P < 0,05) de IPIA y total IP que aquel tratamiento
VIT-Tre. Por otro lado, el tratamiento de congelacion CC obtuvo menores porcentajes
indeseables (P < 0,05) de espermatozoides con membrana dafiada y acrosoma integro
(DPIA) que todos los tratamientos de Vvitrificacion; sin embargo, en la vitrificacién, el
tratamiento VIT-Tre produjo un mayor porcentaje de DPIA que el tratamiento VIT-Raf. En el
mismo sentido, el tratamiento VIT-Tre produjo un mayor porcentaje indeseable (P < 0,05) de
espermatozoides con la membrana plasmatica y acrosoma danados (DPDA) que todos los
demas tratamientos. Finalmente, los tratamientos de vitrificacion VIT-Sa y VIT-Raf obtuvieron
mayores porcentajes de espermatozoides con integridad total del acrosoma (Total IA) que

aquel tratamiento VIT-Tre (Tabla 1).

Tabla 1. Estado de las membranas espermaticas en diferentes categorias de fluorescencia
(prueba IP / PNA-FITC) de espermatozoides equinos congelados (CC) y vitrificados con
diferentes agentes crioprotectores no penetrantes: sacarosa (VIT-Sa), trehalosa (VIT-Tre) y
rafinosa (VIT-Raf).

Tratamientos
Categorias de

fluorescencia CC VIT-Sa VIT-Tre VIT-Raf
(n =45) (n =45) (n=38) (n =45)
IPIA (%)* 56,0 £ 1,842 40,0 £ 1,72° 294 +1,33° 42,9 +1,26°
IPDA (%) 0,84 £ 0,19 0,67 £0,10 0,5+0,18 0,78 £ 0,11
DPIA (%) 21,9 £ 1,26° 39,0 £ 1,57% 442 + 2 412 36,5+ 1,23°
DPDA (%) 21,2 +1,40° 20,6 + 0,66° 25,8 £ 1,65° 19,8 + 0,80°
Total IP (%)” 56,8 + 1,882 40,7 £1,70° 29,9 + 1,38° 43,7 £1,27°
Total 1A (%) 77,9 £ 1,38% 79,0 £ 0,65% 73,6 £ 1,70° 79,4 £ 0,822

Diferentes superindices en cada fila difieren significativamente entre tratamientos 2-°-¢, P <

0,05. Asterisco representa diferencias significativas entre caballos * P < 0,05.
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Figura 14. Registro de la integridad de membranas de espermatozoides equinos evaluados
mediante la prueba de doble tincién fluorescente IP + PNA/FITC. A, filtro rojo IPIA (1)
membrana plasmatica intacta y acrosoma intacto; y B, filtro verde DPDA (2) membrana

plasmatica dafada y acrosoma dafado. Fuente: Los autores, (2023).

4.3 Morfometria de la cabeza de los espermatozoides

El analisis de las dimensiones morfométricas de la cabeza de los espermatozoides equinos
frescos, congelados vy vitrificados con diferentes agentes crioprotectores no penetrantes se
muestran en la Tabla 2. El factor “reproductor” influyé en algunas variables tales como el
largo, anchura, area y elipticidad, debido a que se evidencié diferencias significativas entre
caballos (P < 0,05).

Todos los tratamientos de congelacion y vitrificacion incrementaron (P < 0,05) sus valores de
longitud y perimetro de la cabeza de los espermatozoides después del proceso criogénico en
comparacion con sus valores en fresco. Ademas, luego de vitrificar con el tratamiento VIT-Sa
se evidencio un incremento significativo de la elipticidad en comparaciéon con su valor en

fresco.

Los tratamientos VIT-Raf y VIT-Sa obtuvieron una longitud de la cabeza mas alta (P < 0,05)
en comparacion con aquellos tratamientos CC y VIT-Tre. Todos los tratamientos de
vitrificacion produjeron valores de anchura, area y perimetro de la cabeza de los
espermatozoides criopreservados mas altos (P < 0,05) que el tratamiento de congelacién CC
(Tabla 2).

Maximo Emiliano Leén Quinteros — Karen Mercedes Sacoto Patino



UCUENCA

Tabla 2. Dimensiones morfométricas de la cabeza de espermatozoides equinos congelados

53

(CC) y vitrificados con diferentes agentes crioprotectores no penetrantes: sacarosa (VIT-Sa),
trehalosa (VIT-Tre) y rafinosa (VIT-Raf).

Dimensiones

Tratamientos

Fresco CcC VIT-Sa VIT-Tre VIT-Raf

n=20 n=20 n=20 n=20 n=20
Largo (um)” 5,82+0,01° 6,09+0,06° 6,39+0,05° 6,20+0,04> 6,35+ 0,062
Anchura (um)” 2,97 £0,02> 2,93 +0,04° 3,04 +0,05®° 3,07+0,04* 3,052 0,04%
Area (um?)” 19,0+ 0,18 19,3+0,24> 20,9+0,16* 20,5+0,34*> 20,8+0,212
Perimetro (um) 12,8 £0,04° 13,2+0,09° 13,8+0,06® 13,6+0,11® 13,8+0,07°
Elipticidad ™ 1,97+0,01® 2,10+0,05® 2,12+0,05% 2,03+0,03° 2,10+ 0,04%
Elongacion 0,32+0,00 0,35+0,01 035%+0,01 0,34+0,01 0,35+0,01
Rugosidad 1,46+0,01 1,39+0,01 1,38+0,01 139+0,01 1,39+0,01
Regularidad 0,73+0,00 0,74+0,01 0,73+0,00 0,74+0,00 0,74 0,01

Diferentes superindices en cada fila difieren significativamente entre tratamientos 2-°-¢, P <

0,05. Asterisco representa diferencias significativas entre caballos * P < 0,05.

En la Figura 15 se ilustra el tamafio de la cabeza de los espermatozoides equinos frescos,
congelados vy vitrificados con sacarosa, trehalosa y rafinosa. En general, se denota que la
mayoria de los espermatozoides vitrificados se ubican en un area superior a los
espermatozoides frescos y los congelados convencionalmente. Nétese un mayor incremento

del areay la longitud en espermatozoides vitrificados con sacarosa (plomo) y rafinosa (rojos).

Maximo Emiliano Leén Quinteros — Karen Mercedes Sacoto Patino



UCUENCA 54

?.q =
21 4
..
22 :
ol o
3 -
71 b4 pn®, a
= u [ : [ ] i -
E 20 5 . L] '!ﬁ; &
- L - -
= A¥-ao
i, ¢ B8
L = s A
& D ot
18 % ol Sm
]
o .
17 =
([ [ T T — s el —a S SRR S A
5,6 5.7 &8 55 B
Longitud (im)

OoFresco w0GE = \VIT-5a o WiT-Tre  ®VIT-Raf

Figura 15. Comparaciéon de la morfometria de la cabeza de los espermatozoides equinos
frescos, congelados (CC) y vitrificados con diferentes agentes crioprotectores no penetrantes:
sacarosa (VIT-Sa), trehalosa (VIT-Tre) y rafinosa (VIT-Raf). Los datos corresponden a la
relacién entre el area de la cabeza del esperma (um?) y la longitud (um), medida en 100

espermatozoides / muestra (n = 20) / tratamiento (total 2000 espermatozoides /tratamiento).
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Figura 16. Registro de espermatozoides equinos tefiidos con SpermBlue® evaluados

mediante el modulo ASMA (Automated Sperm Morphometry Analysis) del sistema
computarizado CASA-SCA®. A, espermatozoide tefiido; B, medicidn del area y perimetro de
cabeza (azul) y area de pieza intermedia (verde); y C, marcaje de acrosoma. Fuente: Los
autores, (2023).
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5. Discusion

Los resultados del presente estudio demostraron que la congelacion convencional usando
vapores de NL> y un sistema de doble rampa de congelacion, produjo una mejor respuesta
criogénica basada en una mejor cinematica e integridad de membranas de espermatozoides
de caballos espafnoles en comparacion a la vitrificacion cinética, independientemente del tipo
de agente crioprotector no penetrante. A pesar de ello, después de la vitrificacion cinética,
sorprendentemente se obtuvieron mayores valores de velocidad rectilinea, linealidad vy
oscilacién espermatica contrastados a los resultantes después de la congelacion. Por otro
lado, las muestras espermaticas vitrificadas con sacarosa y rafinosa demostraron una mejor
cinematica e integridad de membranas plasmatica y acrosomal que aquellas muestras
vitrificadas con trehalosa. Ademas, se demostré que tanto la congelacién como la vitrificacion
incrementaron las dimensiones de la cabeza (p. ej., largo y area) después de la
criopreservacion en comparacion con su valor en fresco. Estos hallazgos sugieren que la
vitrificacion con sacarosa o rafinosa en esferas de 30 ul resulta ser una alternativa promisoria
a la congelacién convencional, no obstante, las lesiones criogénicas provocadas durante la
criopreservacién aun constituyen un handicap tecnolégico que necesita ser superado, por lo

que se necesita mas ensayos.

En investigaciones pioneras sobre el uso de las amidas (p. ej., DMF) como alternativa al uso
del glicerol (debido a su alta osmolaridad y toxicidad a espermatozoides) en la
criopreservacion de espermatozoides de caballo se ha demostrado una similar respuesta
criogénica en parametros como la motilidad (Squires et al., 2004). Otros reportes indicaron
que el uso de la DMF en la congelacién de espermatozoides de caballo protegia
eficientemente contra el dafo criogénico (Alvarenga et al., 2005). El estrés osmotico puede
provocar dafo celular durante la congelacion y descongelacién de espermatozoides equinos
(Galarza et al., 2023). En este sentido, se cree que la DMF tiene la capacidad para proteger
al espermatozoide de caballo contra el choque de frio y la formacién de cristales de hielo
intracelular. Esta proteccion se basa principalmente, en la capacidad que tiene la DMF para
introducirse a las células a través de la membrana plasmatica (penetracion transmembrana).
Ademas, el bajo peso molecular (menor que el glicerol) de la DMF, permite que el flujo y eflujo
de agua - crioprotector sea mas rapido y eficiente durante la congelacién y descongelacion.
Es por ello, que la DMF ha demostrado ser eficiente en la congelacion de espermatozoides
de caballos (Ochoa et al., 2022). Asimismo, estos efectos han sido evaluados en caballos
categorizados como “malos congeladores” (conocidos como bad freezers en inglés)

demostrando que la adicién de la DMF al 5% (v/v) en un solo paso al medio de congelacion,
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mejoro6 las motilidades y supervivencia de los espermatozoides equinos (Pérez et al., 2018).
Los resultados del presente estudio son consistentes con los mencionados anteriormente,
dado que el uso de la DMF al 5% en la congelaciéon de espermatozoides de caballos
espafoles (con diferencias significativas entre ellos) usando vapores de NL; y un sistema de
congelacion de dos rampas (Tamay et al., 2022), produjeron una motilidad y viabilidad entre
el 56 y 70%.

La vitrificacidn cinética es un método alternativo de criopreservacion de espermatozoides de
caballo, que se realiza sumergiendo pequefios volumenes (30 a 50 pl) de semen directamente
en NL_, sin utilizar agentes crioprotectores penetrantes (ACP), pero con altas concentraciones
de agentes crioprotectores no penetrantes (ACNP). La adicion de carbohidratos (p. ej.,
trehalosa 50 mM) al diluyente base da como resultado una mayor viscosidad de la solucién
que suprime la formacién de cristales de hielo, por lo tanto, mejora el proceso de vitrificacion
(hasta llegar al estado vitreo) (Arav et al., 2002). Las velocidades de enfriamiento
extremadamente altas (> 20.000°C/min), la concentracion final del carbohidrato (50 a 100
mM), tiempo de exposicion del ACNP a las células y el volumen de las muestras a vitrificar
(en las esferas-pellets o pajuelas) influyen directamente en las lesiones celulares que se
pueda tener durante este proceso (Isachenko et al., 2008). Las lesiones mas comunes se dan
a nivel de la membrana plasmatica y membrana mitocondrial, que a términos practicos se
traduce a una disminucion de la motilidad o muerte celular. Sin embargo, la gran ventaja de
la vitrificacién se centra en las altas concentraciones del ACNP, que obliga a que la célula se
deshidrate y no se formen cristales de hielo intracelular durante su criopreservacion (Galarza
et al., 2023).

En estudios previos de diferentes especies, incluidos perros, peces, rumiantes silvestres
(cabra montés ibérica) y equinos, se ha realizado exitosamente la vitrificacion cinética
mediante el método de esferas o pellets (Sanchez et al., 2011; Pradiee et al., 2015; Hidalgo
et al., 2018). Nuestra investigacion incluyé tres fuentes de carbohidratos, dos disacaridos
(sacarosa y trehalosa) y un trisacarido (rafinosa) con dosis evaluadas previamente por

Consuegra et al. (2019).

La sacarosa ha sido el carbohidrato utilizado principalmente para la vitrificacién y congelacién
ultrarrapida del esperma en diferentes especies, incluyendo al humano, rumiantes, perros, e
incluso caballos (Isachenko et al., 2008; Béveda et al., 2018; Consuegra et al., 2019; Cerdeira
et al., 2020; Galarza et al., 2021). La sacarosa adicionada al medio de vitrificacion tiende a

aumentar la viscosidad del medio extracelular y estabilizar la membrana plasmatica del
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espermatozoide (Chen et al., 1993). Una ventaja observada por Consuegra et al. (2019) y
aprovechada en este estudio, fue la adicién del 1% (p/vol) de BSA al medio de vitrificacion.
Los autores indicaron que la BSA ayuda en la estabilizacion de la membrana plasmatica y
proporciona cierta proteccion extra contra el choque de frio. En un estudio previo realizado
por Consuegra et al. (2019), determiné que adicionando los 100 mM de sacarosa al medio de
vitrificacion se obtuvo una motilidad y viabilidad de espermatozoides de caballo alrededor del
55 — 60%.

Por otro lado, la trehalosa y la rafinosa pueden atrapar los radicales libres que conducen a la
peroxidacion de los lipidos de la membrana plasmatica, manteniendo su integridad (Bucak et
al., 2013). La trehalosa también mejora la fluidez de la membrana del esperma y preserva la
bicapa lipidica mediante la estabilizacion de la estructura del agua alrededor de la membrana,
protegiendo a los espermatozoides de caballo contra el dafo criogénico (Gheller et al., 2019).
Contradictoriamente a los resultados obtenidos por Consuegra et al. (2019), y a pesar de que
se uso la misma concentracion de trehalosa (100 mM), el presente estudio produjo una menor
crioresistencia y supervivencia con la trehalosa dado que la motilidad, cinética e integridad
de membranas fueron significativamente mas bajas comparandolos a los otros ACNP. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que la concentracion 6ptima de carbohidratos difiere dentro
de la misma especie, dado que en la vitrificacion de caballos en volumenes altos (pajuelas) y
menor concentracion (20 mM) ha producido mejores resultados de motilidad después del
calentamiento (Hidalgo et al., 2018). Otros autores sugieren que los disacaridos (p. €j.,
sacarosa o trehalosa) empleados para la congelacion o vitrificacion ultrarrapida del esperma
canino, reducen su motilidad mas rapidamente durante la incubacion posterior a la
descongelacion que los monosacaridos (p. e€j., glucosa), probablemente porque los

monosacaridos son metabolizados facilmente por los espermatozoides (Le et al., 2019).

Un hallazgo importante de esta investigacion es que la VSL, VSL-R, LIN y WOB no variaron
después de la vitrificacién con los tres carbohidratos, pero estos valores fueron mayores que
los obtenidos después de la congelacién, esto hace atractivo a este procedimiento de
criopreservacion de espermatozoides de caballo, dado que las membranas mitocondriales y
axonemas posiblemente no fueron afectados durante la vitrificacion. Galarza et al. (2021) y
Boveda et al. (2018), demostraron que, al usar un diluyente basado en ftris, acido citrico,
glucosa y yema de huevo (20%), la motilidad se redujo cuando se combind con sacarosa.
Este efecto negativo de la sacarosa sobre la motilidad se ha demostrado previamente tanto
en eyaculados como en espermatozoides epididimarios de varias especies domésticas (perro

y cobayo) y silvestres (muflon y gamo comun). Celeghini et al. (2007) informaron que la
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criopreservacion ultrarrapida con 100 mM de sacarosa alter6 la funcion mitocondrial y, en
consecuencia, redujo la motilidad de los espermatozoides después de la descongelacion. La
baja funcion mitocondrial del esperma criopreservado se produce debido a la reduccion tanto
de la fosforilacién oxidativa como de la sintesis de ATP, por lo que las variables cinéticas del
esperma también disminuyen (Ashrafi et al., 2011). Contradictoriamente a estas lesiones
criogénicas causadas después de la vitrificacion o congelacion ultrarrapida, el presente
trabajo produjo una mejor cinética después de la vitrificacién; hemos planteado la hipétesis
de que los carbohidratos equilibraron la permeabilidad de la membrana mitocondrial, y de esa
manera no se vio afectada la VSL durante y alrededor de la vitrificacion debido a la adicion

de BSA como fue demostrado por Consuegra. (2017).

La proteccion de las membranas espermaticas depende de la concentracién de los
disacaridos usados en la vitrificacion de espermatozoides (Koshimoto et al., 2000). En el
presente estudio, a pesar de que la congelacion convencional produjo una mayor integridad
de las membranas plasmatica y mitocondrial (56 - 60 %) de los espermatozoides equinos, la
rafinosa (42,9 %) y sacarosa (40 %) produjeron una mayor proteccion (IPIA) en comparacion
con la trehalosa (29,4 %). Trabajos previos realizados en la vitrificacion de espermatozoides
ovinos, determinaron que la sacarosa a una concentraciéon de 400 mM produjo una mejor

proteccion y funcionalidad de la membrana plasmatica (Arbulu, 2019).

Por otra parte, Consuegra et al. (2019) también valor6 diferentes concentraciones de
sacarosa adicionada con el 1% de BSA para la vitrificacion de esperma de caballo y
obtuvieron valores significativamente superiores con 100 mM de sacarosa en comparacion
con 20 mM y 200 mM para la integridad de la membrana plasmatica (79,69 %) y acrosomal
(56,59 %). En definitiva, aquellos autores determinaron que la sacarosa, a una concentracion
de 100 mM, fue recomendable para la vitrificacién de esperma de caballo. Seguidamente
Consuegra et al. (2019), continuaron desarrollando distintos protocolos de vitrificacion
espermatica en la especie equina, como método alternativo de criopreservacion, en donde
nuevamente empled sacarosa como estrategia para evitar el uso de crioprotectores
permeables en la congelacién de esperma de caballo, valorando el efecto de diferentes
concentraciones de ACNP. Los autores determinaron que el esperma de caballo puede ser
criopreservado en ausencia de crioprotectores permeables, usando una combinacion de 100
mM de sacarosa y 1 % de BSA como crioprotectores alternativos. Los resultados de nuestra

investigacion son consistentes a lo detallado por Consuegra et al. (2019).
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Alvarez et al. (2019) evaluaron el efecto de los diluyentes adicionados con trehalosa y lactosa,
en la vitrificacion del semen eyaculado y epididimario de sementales. El medio de vitrificacion
contenia INRA 96® + 1% de BSA y 150 mM de trehalosa o 150 mM de lactosa, ellos
demostraron que la vitrificacion de espermatozoides epididimarios de semental mediante
trehalosa podria ser una alternativa beneficiosa para el almacenamiento a largo plazo de
muestras de esperma con un gran valor econdmico. Sin embargo, los espermatozoides
vitrificados procedentes de eyaculados de caballos presentaron menores indices de viabilidad
que las muestras sometidas a congelacion convencional cuando se almacenaban con
diluyentes que contenian trehalosa o lactosa. Posteriormente Alvarez. (2021), enfocé su
investigacion en valorar la calidad espermatica del semen de burros (Equus asinus) ya que
actualmente sigue dando resultados poco satisfactorios, inferiores a la de otros animales,
incluidos los caballos. Nuevamente evalué el uso de crioprotectores no permeables como la
lactosa y trehalosa en la vitrificacién de espermatozoides procedentes tanto de origen
epididimario como de eyaculado, determinando que la vitrificacion con trehalosa es una
excelente alternativa siempre y cuando se utilice a una concentracion de 150 mM incorporada
al medio de vitrificacion. Pérez et al. (2018), demostré un impacto negativo sobre la integridad
del acrosoma y membranas plasmaticas, siendo afectadas gravemente en la vitrificacion de
espermatozoides equinos diluidos en varias concentraciones de sacarosa y/o trehalosa (30
mM, 150 mM y 500 mM). Cuando se llevé a cabo la vitrificacion, la integridad del acrosoma
también se redujo significativamente en todos los grupos de ACNP, sin embargo, no se
encontré diferencias notables entre los dos disacaridos. La exposiciéon de espermatozoides a
ACNP no afecté a la integridad del acrosoma, pero la vitrificacion indujo un gran efecto
negativo en las membranas acrosdmicas. Esto puede estar relacionado con una alteracién
de proteinas de membrana situadas en las regiones fosfolipidicas que se produce durante la
transicion de fase de los lipidos en el enfriamiento. Esta observacién constituye un
impedimento importante para utilizar esperma vitrificado para la inseminacion artificial, y
subraya la necesidad de buscar estrategias de proteccién del acrosoma y la membrana

plasmatica para mejorar la vitrificacion de los espermatozoides.

Sin embargo, los resultados de otros estudios indican que la trehalosa fue mas efectiva que
la sacarosa como crioprotector no permeable para el almacenamiento de espermatozoides
humanos (Schulz et al., 2017). Otro estudio concuerda que al usar 100 mM de trehalosa
produce una mejor criorespuesta a comparacion de la sacarosa y rafinosa (Consuegra et al.,
2019). Lo cual es inconsistente con nuestra investigacion, en donde la rafinosa a una
concentracion de 50 mM destacod sobre los otros tratamientos demostrando una mayor

calidad espermatica.
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Las concentraciones de estos carbohidratos son factores clave para el éxito de la vitrificacion
(Isachenko et al., 2003; Hidalgo et al., 2018). En este sentido, en espermatozoides de burro
la molaridad 6ptima llega hasta 250 mM de sacarosa (Sanchez et al., 2011; Diaz et al., 2017),
mientras que con espermatozoides de otras especies como los de cabra montés ibérica, 100
mM es el maximo que se puede utilizar (Pradiee et al., 2015). Esto es particularmente
relevante para el esperma de caballo, del que se ha informado previamente que tiene una
resistencia relativamente menor a concentraciones mayores de carbohidratos (Consuegra et
al., 2018; Hidalgo et al., 2018).

Se conoce que el estrés osmdético determina cambios en las dimensiones morfométricas de
la cabeza (O’Brien et al., 2019). Ademas, se sabe que la forma y el tamafo de la cabeza de
los espermatozoides pueden influir en su susceptibilidad al dafio osmético durante el proceso
de congelacion-descongelacion, especialmente en poblaciones de espermatozoides mas
heterogéneas (Esteso et al., 2006). Se ha demostrado que la congelacion ultrarrapida usando
100 mM de sacarosa provoca un aumento general en el tamafio de la cabeza del
espermatozoide; este aumento se atribuye a una probable descondensacion de la cromatina
y la formacion de ampollas en la membrana plasmatica en la regién de la cabeza de
espermatozoides de perro (Cerdeira et al.,, 2020). Nuestro estudio demostré que los
parametros morfométricos de la cabeza de los espermatozoides presentaron diferencias
significativas (P < 0,05) en el semen fresco de los diferentes reproductores equinos de la
misma raza. Considerando el estudio de Buzoén. (2013) el cual, de igual manera evidencia
diferencias significativas en el semen fresco de reproductores equinos de diferentes razas,
se puede deducir que las caracteristicas morfométricas de los reproductores son propias de
cada individuo. Arbulu. (2019) en su estudio utilizé sacarosa a una concentracion de 400 mM,
él demostr6 menores dimensiones para el area, longitud y ancho de la cabeza de los
espermatozoides de ovino, al comparar el semen fresco y el congelado. Se observé que la
anchura y la longitud de la cabeza son significativamente mayores en espermatozoides
frescos que en las muestras de esperma vitrificadas. Los resultados de la presente
investigacion son inconsistentes al estudio mencionado anteriormente dado que la longitud y

el area incrementaron significativamente tras la vitrificacion, incluso la congelacion.

Asimismo, Vazquez. (2023) en su investigacion utilizé un disacarido (sacarosa) a una
concentraciéon de 100 mM, evalud la longitud, anchura, area, perimetro, elipticidad,
elongacion, rugosidad y regularidad de la cabeza, asi como la anchura y area de la pieza
intermedia de espermatozoides de venado de cola blanca (Odocoileus virginianus) y mono

chorongo (Lagothrix poeppiggi). Los resultados evidenciaron que después del proceso de
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criopreservacion en el venado de cola blanca, las dimensiones de la cabeza de los
espermatozoides disminuyeron significativamente (P < 0,05) en comparacion con los valores
de las muestras frescas y congeladas - descongeladas. Demostrando que los
espermatozoides de venado de cola blanca tenian mejor crioresistencia a la congelacion
convencional que a la congelacion ultrarrapida. De hecho, la congelacién ultrarrapida reduce
las dimensiones de la cabeza, lo cual es inconsistente con nuestra investigacion en donde
todos los tratamientos incrementaron el largo y area de la cabeza después del proceso
criogénico en comparacion con sus valores en fresco. No obstante, en la evaluacién
morfométrica de la cabeza de los espermatozoides de mono chorongo los resultados
evidenciaron después del proceso de vitrificacion que la longitud, anchura, area y perimetro
de la cabeza aumentaron significativamente (P < 0,05) en comparacion con sus valores de
las muestras frescas y congeladas - descongeladas. Demostrando que los espermatozoides
del mono chorongo se vieron drasticamente afectados por ambos tipos de criopreservacion.
A diferencia de los ciervos, la congelacion ultrarrapida aumento las dimensiones de la cabeza

de los espermatozoides del mono, lo cual apoya nuestra investigacion.
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Conclusiones

Esta investigacion concluye que la congelacién convencional con dimetilformamida (DMF)
produjo una mejor criosupervivencia de espermatozoides equinos que la vitrificacion,
independientemente del uso de la sacarosa, trehalosa y rafinosa. Ademas, la sacarosa y la
rafinosa presentaron una mayor crioproteccion durante y después de la vitrificacion debido a
una mayor motilidad, cinética e integridad de membranas de los espermatozoides de caballo.
Finalmente, tanto la congelacién convencional como la vitrificacion cinética incrementaron las
dimensiones morfométricas de la cabeza después del proceso criogénico. Se recomienda

hacer mas investigaciones sobre la capacidad fecundante de espermatozoides vitrificados.
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Anexos

Anexo A. ldentificacién de los reproductores.

Anexo D. Colocacién de la muestra espermatica en la camara de Neubauer.
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Anexo G. Pesaje de los ACNP.
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Anexo J. Vitrificacion cinética de espermatozoides con ACNP.
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Anexo M. Preparacion del dispositivo de calentamiento (STC-3008) y extraccion de pellets.

Anexo N. Calentamiento de pellets en el dispositivo (STC-3008) a 65°C.
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Anexo O. Evaluacion de la motilidad de las muestras descongeladas y calentadas.

Anexo P. Evaluacién de la integridad de membranas acrosomal y plasmatica mediante

fluorescencia.

Anexo Q. Evaluacién de la morfometria de la cabeza de espermatozoides equinos.
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