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Recombinant heat shock protein HSPA1A increases cryoresistance of bull sperm

Abstract. This study evaluated the effect of recombinant heat shock protein HSPATA on bovine sperm subjected to
cooling (for 96 hours at 5 °C) and freezing process. An initial expetiment determined the optimal concentration of
HSPA1A (0, 15, 30, and 45 pug/mL) supplemented into the OPTIXcell extender, using 18 ejaculates (from 2 bulls)
refrigerated for 96 hours. Subsequently, the effect of supplementing 45 ug/mL of HSPA1A (optimal concentration) into
the OPTIXcell extender was evaluated, using 6 ejaculates subjected to freezing via static liquid nitrogen vapor. The
results indicated that all concentrations of HSPATA produced higher values for kinematic variables, viability, and
acrosomal integrity compated to the control duting 96 hours of refrigeration (p < 0.05). Additionally, 45 pg/mL
HSPA1A showed a higher beat cross frequency (BCF) than the other HSPA1A concentrations (p < 0.05). After thawing,
the motilities, BCF, and cryoresistance indices for motility, viability, and acrosomal integrity were higher in samples
frozen with HSPATA compared to the control (p < 0.05). In conclusion, the recombinant HSPA1A protein improved
the motility, viability, and acrosomal integrity of refrigerated and cryopreserved bull sperm.
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Resumen. Esta investigacién evalué el efecto de la proteina recombinante de choque térmico HSPA1A en
espermatozoides bovinos sometidos a refrigeracién durante 96 horas (5 °C), y congelacién. Un experimento inicial
determiné la concentracién optima de HSPA1A (0, 15, 30, y 45 pg/mL) suplementado al diluyente OPTIXcell,
utilizando 18 eyaculados (de 2 toros) refrigerados durante 96 horas. Posteriormente, se evalué el efecto de la
suplementacion de 45 pg/mL de HSPAIA (como concentraciéon o6ptima) al diluyente OPTIXcell, utilizando 6
eyaculados sometidos a congelaciéon mediante vapores de nitrégeno liquido estatico. Los resultados indicaron que todas
las concentraciones de HSPATA produjeron mayores valores de las variables cinematicas, de viabilidad y de integridad
acrosomal que su control, durante 96 horas de refrigeracion (p < 0,05). Ademas, con 45 ug/mL HSPATA mostraron un
valor mas alto de frecuencia de batida de flagelo (BCF) que las otras concentraciones de HSPATA (p < 0,05). Tras la
descongelacién, las motilidades, la BCF y los indices de crioresistencia de motilidad, viabilidad e integridad acrosomal
fueron mayores en muestras congeladas con la proteina HSPA1A comparadas con el control (p < 0,05). En conclusion,
la proteina recombinante HSPATA mejoré la motilidad, viabilidad e integridad acrosomal de espermatozoides de toro
refrigerados y congelados.
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Sancho e# 4.

A proteina de choque térmico recombinante HSPAIA aumenta a criorresisténcia do esperma de touro

Resumo. Esta pesquisa avaliou o efeito da proteina de choque térmico recombinante HSPATA em espermatozdides
bovinos submetidos a refrigeracio por 96 horas (5 °C) e ao congelamento. Um expetimento inicial determinou a
concentracio ideal de HSPA1A (0, 15, 30 e 45 pg/mL) suplementado com diluente OPTIXcell, utilizando 18 ejaculados
(de 2 toutos) refrigerados por 96 horas. Postetiormente, avaliou-se o efeito da suplementagio de 45 pg/mL de HSPATA
(como concentragao ideal) ao diluente OPTIXCcell, utilizando 6 ejaculados submetidos ao congelamento com vapores de
nitrogénio liquido estatico. Os resultados indicaram que todas as concentragées de HSPA1A produziram valores
superiores das varidveis cinematicas, viabilidade e integridade acrossomal do que seu controle, durante 96 horas de
refrigeracdo (p < 0,05). Além disso, com 45 pg/mL de HSPATA apresentaram um valor de frequéncia de batimento do
flagelo (BCF) mais elevado do que as outras concentragdes de HSPATA (p < 0,05). Apds o descongelamento, as
motilidades, BCF e indices de criorresisténcia de motilidade, viabilidade e integridade acrossomal foram maiores nas
amostras congeladas com proteina HSPATA em comparagdo ao controle (p < 0,05). Em conclusio, a proteina
recombinante HSPA1A melhorou a motilidade, viabilidade e integridade acrossomal de espermatozoéides bovinos

refrigerados e congelados.

Palavras-chave: HSPA1A, criorresisténcia espermatica, bovinos

Introduccion

Las proteinas de choque térmico (HSP) desempefian un
papel crucial en la proteccién celular frente al estrés
inducido por cambios de temperatura y la produccién
excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Neuer
et al, 2000). En el ambito reproductivo, las proteinas
HSP60 y HSP70 son particularmente relevantes en
debido a

moleculares. La proteina HSP70 tiene efectos positivos

bovinos, su funcién como chaperonas

en la criopreservacion de espermatozoides (Syarifah et al.,
2018; Zhang et al, 2015) y
(Stamperna et al., 2021) con resultados prometedores.

embriones bovinos

La proteina HSPATA es un miembro de la familia HSP70
que desempefia un rol clave en la proteccién celular
frente a diversos tipos de estrés (Rosyada et al., 2022). La
HSPAT1A interviene en el despliegue y replegamiento de
proteinas, la prevencion de la agregacion y degradacion
de proteinas, y la regulacion de la apoptosis celular (Mori

et al., 2015). Es por ello que la HSPA1A podria tener gran
importancia para la criosupervivencia espermatica. En
estudios previos, se propuso que la HSPATA forma una
parte integral de los espermatozoides caprinos y es
necesaria para su competencia estructural y funcional
(Reddy et al, 2018). Asimismo, la transcripcion de la
proteina HSPATA se correlacioné positivamente con la
calidad del semen descongelado (Kumar et al, 2020).
Hasta donde sabemos, no existe evidencia del uso de
HSPA1A en la criosupervivencia de espermatozoides
bovinos.

En este sentido, un primer experimento evalué la
la proteina HSPATA en
espermatozoides bovinos almacenados a 5 °C durante 96

concentracién optima  de

horas. Posteriormente, un segundo experimento evalud el
efecto de 45 pg/mL de la proteina HSPAIA en la
congelacién y descongelacién de espermatozoides bovinos.

Materiales y Métodos

La protefna recombinante de choque térmico HSPATA
bovina (Bos fawrus) fue obtenida en el Laboratorio de
Molecular de la Facultad de
Agropecuarias, Universidad de Cuenca, mediante el

Biologia Ciencias
empleo de un modelo de expresién bacteriano con la
cepa recombinante de Escherichia coli Rosetta 2 (DE3):
pET15b-HSPA1A y purificada por cromatografia de
afinidad a metales inmovilizados (IMAC). Dializada en
PBS 1X, pH 7,4 y ajustada a una concentracién de 2,5
mg/mL (Informacién no publicada).

En el primer experimento se recolectaron 18 eyaculados
de dos toros Holstein Friesian (fértiles y de 24-36 meses)
mediante vagina artificial (42-43 °C). Se recolectaron dos
eyaculados de cada (total: seis

toro por semana

eyaculados/toro), y con ello, se conformaron tres muestras
de 'semen crudo' provenientes del eyaculado del toro 1, del
toro 2 y su mezcla (total: 18 muestras de semen crudo). Cada
muestra cruda se dividié en cuatro alicuotas para crear
cuatro tratamientos segun la concentracion de la proteina
HSPA1A afiadida al medio OPTIXcell: 0 ug/mL (control);
15 pg/mL (15-HSPA1A); 30 ug/mL (30-HSPA1A); y 45
ug/mL (45-HSPA1A). Todos los tratamientos fueron
ajustados a una concentraciéon final de 25 x 10°
espermatozoides/mL, y refrigerados a 5 °C durante 96
horas. La cinematica e integridad de membranas fueron
evaluada a las O h, 48 y 96 horas de refrigeracion.

Las variables cinemadticas fueron evaluadas mediante un
sistema CASA (§CA©-2018). La viabilidad e integridad de
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la membrana acrosomal fueron evaluadas mediante las
tinciones fluorescentes yoduro de propidio y PNA-FITC
aglutinina, respectivamente (Galarza et al., 2024).

Consecuentemente, en el segundo experimento se
utilizaron seis eyaculados de dos toros, y cada uno se
dividi6 en dos alicuotas para formar dos tratamientos
segun la adicion de HSPA1A al medio OPTIXcell:
control (n=24, 4 pajuelas/eyaculado) y 45-HSPA1A (45
ug/mL, n=24, 4 pajuelas/eyaculado). Las muestras
espermaticas fueron congeladas utilizando un sistema de
dos rampas de congelacién contenidas dentro de una caja
criogénica de poliestireno segun lo detallado por Galarza
et al. (2024). Se evalué la cinematica espermatica e
integridad de membranas de las muestras espermaticas
descongeladas (37 °C por 30 s). Ademas, se calcularon los

indices de crio-resistencia (ICR) de la motilidad,
viabilidad e integridad acrosomal [ICR= (valor post-

descongelacion/valor pre-congelacion) x 100].

En el primer experimento se usé un ANOVA de medidas
repetidas y la prueba de Fisher (LSD) para evaluar las
concentraciones de la proteina HSPATA (0, 15, 30 y 45
wug/ml), los tiempos de refrigeracién (0, 48 y 96 horas) y
su interaccién. En el segundo experimento se usé un
ANOVA de una via y la prueba de Fisher (LSD) para
analizar el efecto de la proteina HSPA1A. En los analisis
de ambos experimentos se incluyé al eyaculado como
factor aleatorio. La significancia se estableci6 en p < 0,05.
Todos los calculos se realizaron utilizando el software
Statistica para Windows version 12.0 (StatSoft Inc., Tulsa,
OK, EE. UU.).

Resultados

En el experimento 1 se comprobé una interaccién
significativa (p < 0,05) entre la concentracién de la
proteina HSPA1A vy el tiempo de refrigeracion, en todas
las variables cinematicas (con excepcién del indice de
rectitud, STR), en la viabilidad y en la integridad
acrosomal. Los valores de todas estas variables
disminuyeron significativamente a partir de las 48 horas
de refrigeracion (p < 0,05). Los tratamientos 15-
HSPA1A, 30-HSPA1A y 45-HSPA1A produjeron valores
significativamente mas altos (p < 0,05) de velocidad
cutvilinea (VCL) y rectilinea (VSL), STR y frecuencia de
batida de flagelo (BCF) que su control, a 48 horas de
refrigeracién. Sin embargo, a las 96 horas, todos los
tratamientos de la proteina HSPATA exhibieron valores
mas altos (p < 0,05) en todas las variables cinematicas, la
viabilidad y la integridad acrosomal, comparadas con su
control. En particular, las muestras del tratamiento 45-
HSPA1TA mostraron un valor mas alto de BCF que los
tratamientos 30-HSPA1A, 15-HSPA1A y el control a las

96 horas de refrigeracion (p < 0,05) (Tabla 1).

En el experimento 2 se demostrd que todas las variables
cinematicas disminuyeron significativamente después de la
descongelacién (p < 0,05). Los valores de BCF en las
muestras frescas y en las muestras descongeladas del
45-HSPATA no diferencias
significativas (p < 0,05). Tras la descongelacion, la
motilidad total (77,8+0,7 % vs. 72,0x1,1 %) y progresiva
(70,2+1,2 % vs. 63,8+1,5 %), y la BCF (11,8+0,2 % vs.
10,6%0,16 %) fueron mayores en las muestras espermaticas
congeladas con el tratamiento 45-HSPATA que en el
control (p < 0,05). Finalmente, se comprobd que los
indices de ctio-resistencia de motilidad, viabilidad e

tratamiento mostraron

integridad acrosomal fueron mayores en muestras del
HSPA1A comparadas con el control (p < 0,05) (Figura 1).
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Figura 1. Indices de crioresistencia (ICR) (media *
SEM) de la motilidad, viabilidad e integridad
acrosomal de los espermatozoides de toro
congelados con 0 (control) y 45 pg/ml de HSPA1A
(45-HSPA1A). ** Diferencias significativas entre
tratamientos (p < 0,001).

Discusion
La relacién significativa entre la concentraciéon de
HSPAIA y el tiempo de refrigeracion sugiere que la
efectividad de la HSPA1TA sobre la cinematica, viabilidad e
integridad acrosomal fue mas pronunciada a las 48 y 96
horas de refrigeracion, lo que sefiala un efecto dependiente
del tiempo. Este hallazgo resalta la importancia de
optimizar  las  condiciones  de
considerando tanto la concentraciéon 6ptima de HSPATA
(45 pg/ml) como el tempo de preservacién pata
maximizar los beneficios en la calidad espermatica. Este
estudio representa el primer informe que describe los
efectos beneficiosos de la HSPA1A exdégena en la
criopreservacion de espermatozoides bovinos.

almacenamiento,
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fundamental para la capacitaciéon espermatica y, en
consecuencia, para la acrosomal. Los
espermatozoides con mayor hiperactivacion del flagelo
tienen un mejor desempefio en la penetraciéon de los
ovocitos a través de las células del cimulo (Cummins and

reaccioén

1986;
condiciones, los

Yanagimachi, Parrish,  2014).
espermatozoides bovinos
criopreservados con HSPAIA podrian ser utilizados

eficazmente en la fecundacién  vitro.

Bajo  estas

Conclusiones

Este estudio concluyé que la adiciéon de la proteina
recombinante de choque térmico HSPATA al medio de
refrigeracién o congelaciéon mejora la crioresistencia de los

espermatozoides de toro, evidenciado por el incremento
en la motilidad, viabilidad e integridad acrosomal
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