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RESUMEN
Por su capacidad para estabilizar proteinas y membranas bioldgicas, la trehalosa es un
disacérido que ha sido utilizado para disminuir el dafio ocasionado por la congelacion
sobre la integridad espermatica de diferentes especies. En el caso del cerdo, la inclusion
de trehalosa en diluyentes para la congelacion de semen, no ha sido reportada. Por otra
parte, el glicerol es el crioprotector mas utilizado, pero muestra un efecto citotoxico, por
lo cual en el caso del cerdo se recomienda su inclusiébn en concentraciones que no
exceden el 4%. Por lo anterior el presente trabajo valor6 la capacidad fertilizante de
semen porcino criopreservado en un diluyente adicionado con trehalosa 250 mM y una
concentracion del 1% de glicerol (T1) en comparacion con un diluyente convencional
con el 4% de glicerol y libre de trehalosa (G4). El estudio se realizd en cuatro etapas
progresivas: 1) Formulacion y seleccion de los diluyentes en base a los efectos de la
concentracion molar de trehalosa y concentracion de glicerol sobre viabilidad, motilidad
e integridad acrosomal de los espermatozoides al descongelado; 2) Valoracion de la
integridad celular ofrecida por los medios de congelacion comparados, sobre porcentajes
de motilidad y vigor espermadtico, viabilidad por prueba eosina-nigrosina (EN) e
integridad acrosomal por tincidon azul brillante de Coomassie (BBC) y comprobada
mediante microscopia electronica de transmision (MET); 3) Estimacion del potencial
fertilizante por medio del test corto de termoresistencia (sTMT) y la prueba dual de
respuesta hipo osmotica/integridad acrosomal (HOST/BBC); 4) Comprobacion de la
capacidad fertilizante por prueba de penetracion homologa in vitro (hIVP). Los
resultados mostraron que la inclusion de 250 mM de trehalosa y una disminucién en el
porcentaje de glicerol hasta el 1%, favorecen la integridad acrosomal (p< 0.05), sin
perdida de viabilidad espermatica (p<0.05), aunque con una ligera disminucién no
significativa en los porcentajes de motilidad (p>0.05). Sometidos a sTMT, los
espermatozoides criopreservados en T1 presentaron mejor tipo de movimiento (p<0.005)
y mayor integridad acrosomal (p=0.005) en comparacion con los G4. La prueba dual
HOST/BBC mostr6 un mayor numero de espermatozoides vivos con acrosoma integro
en T1 que en G4 (p<0.05). El nimero de espermatozoides por ovocito en las pruebas de
penetracion fue ligeramente mayor en T1, pero sin diferencia significativa (p>0.05). Los
espermatozoides T1 alcanzaron rangos intermedios de penetracion (56.8%), pero sin

diferencia con los G4. Los mejores resultados en las pruebas sTMT y HOST/BBC en
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los espermatozoides T1 sugieren que probablemente, estos contardn con una mayor
resistencia y un mayor tiempo de vida fértil en el tracto reproductivo de la cerda a la
inseminacion, que los criopreservados en G4. El medio T1 demostrd ser una opcion para
la aplicacion de técnicas de reproduccion asistida e investigacion como la fertilizacion in
vitro (IVF) y la inyeccion intracitoplasmatica (ICSI). Se sugiere continuar con la
investigacion valorando si la integridad acrosomal obtenida en este trabajo con la
inclusion de trehalosa, tiene algiin efecto positivo en la técnica de sexado de semen,
explorar la capacidad crioprotectora de la trehalosa aplicada de manera
intracitoplasmatica en el espermatozoide y las posibilidades de la aplicacién de la

trehalosa como crioprotector en la liofilizacion de espermatozoides porcinos.

Palabras clave: trehalosa, glicerol, diluyente, congelaciéon de semen, espermatozoide

porcino, pruebas de penetracion.
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ABSTRACT

The disaccharide trehalose stabilizes proteins and biologic membranes during
cryopreservation and has been used to diminish injury caused by freezing on spermatozoon
of several species. In boar semen the trehalose supplementation to freezing extenders, it has
not been reported. On the other hand, the use of glycerol due to toxicity has been
recommended a concentration below 4% glycerol for boar semen cryopreservation. The
aim to this work was to evaluate the cryoprotective effect on sperm fertility of 1% glycerol/
250 mM extender versus 4% glycerol and trehalose free extender (G4). The study carries
out in four progressive stages: 1) formulation and selection of extenders based on effects of
trehalose and glycerol concentration on viability, motility and acrosomal integrity of
frozen-thawed boar semen; 2) valuation of the cellular integrity offered by the compared
extenders on motility percent and individual motility type (vigor), viability by eosin-
nigrosin dye (IN) and acrosomal integrity by Coomassie brilliant blue dye (BBC) and
proven by transmission electronic microscopy (TEM); 3) Estimate the potential fertility by
short thermal stress test (sSTMT) and by hyposmotic swelling/ acrosomal integrity test
(HOST/BBC); 4) Evaluation of penetration capacity by homologous in vitro penetration
assay (hIVP). Dyes test and transmission electronic microscopy (TEM) valuation showed
that the T1 extender favors acrosomal integrity (p<0.05), without lost of spermatic viability,
although with a slight non significant decrease in the percentages of motility (p>0.05). In
sTMT assay, T1 spermatozoa showed better motility type (p<0.005) and high acrosomal
integrity (p=0.005) that G4 spermatozoa. The dual test HOST/BBC showed a bigger
number of alive sperms with acrosomal integrity in T1 that in G4 (p <0.05). No founded
differences between T1 and G4 sperm number by oocyte in hIVP tests or ranges of
penetration (both showed medium ranges). The best results from T1 sperm in the sTMT
and HOST/BBC assays suggest a possible increased resistance and time of fertile life in
reproductive tract of sow after insemination those G4 spermatozoa. T1 extender showed to
be an option for research and the applied reproduction techniques like in vitro fertilization
(IVF) and intracytoplasmatic injection (ICSI). We suggested exploring the possibilities of
the application of the trehalose in freeze dried storage of boar semen and/or the capacity to
increase their cryoprotection applied trehalose intracytoplasmatic way.

Keywords: trehalose, glycerol, freeezing extender, frozen-thawed boar spermatozoa,

homologous in vitro penetration assay.
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1. INTRODUCCION

La criopreservacion es una biotecnologia que permite el almacenamiento del semen de
las especies domésticas por tiempo prolongado e inici6 cuando los investigadores britanicos
C. Polge, A. Smith y A. Parkes descubrieron por serendipia, los efectos crioprotectores del
glicerol en 1949 [Polge et al., 1949]. Esta tecnologia se ha visto limitada en el caso del
semen porcino, ya que si bien es cierto que esté se caracteriza por ser producido en mayor
volumen que el de otras especies domésticas, los espermatozoides son mas sensibles al
enfriamiento posterior a la recoleccion; siendo esta marcada termosensibilidad en el semen
de esta especie lo que ha restringido el desarrollo de esta tecnologia, por lo que buscando
optimizar la técnica se han desarrollado diversos protocolos para la congelacion que
combinan distintos diluyentes, crioprotectores, tasas de enfriamiento y condiciones de
procesado para la congelacion y descongelacion [Watson, 1995; Royere, 1996; Johnson,
2000; Holt, 2000a ,2000b; Curry, 2000; Batellier et al., 2001; Stornelli e al., 2005], en la
actualidad se acepta su gran potencial de aplicacion [Bailey et a/, 2008].

Para poder disefiar protocolos que minimicen el deterioro celular inducido por la
criopreservacion, es necesario conocer la mecanica que produce el dafio celular, asi como el
nivel al que el espermatozoide se ve afectado: Durante la congelacion el espermatozoide
sufre cambios osmaticos, deshidratacion y formacion de hielo, procesos a los que se ve
expuesto nuevamente durante el descongelado con el ascenso de temperatura. La
concentracion del crioprotector, la velocidad de enfriamiento y la temperatura de
descongelacion utilizada, contribuyen a incrementar el estrés al que el espermatozoide es
sometido, lo que se refleja en alteraciones morfoldgicas evidentes en membrana plasmatica,
acrosoma, mitocondrias, citoesqueleto y nucleo espermatico [Watson, 1995; Medrano et
al., 2002; Cordova et al., 2002; Martinez et al., 2003; Storey et al., 1998; Petrunkina et al.,
2004, 2005], por lo que valorar el nivel de impacto de estas alteraciones sobre la
funcionalidad del espermatozoide, requiere de pruebas dindmico-fisiologicas que revelen el
verdadero grado de dafio sufrido [Petrunkina ef al., 2007].

Para minimizar el dafio por congelacion, se han propuesto modificaciones a los

diferentes protocolos de criopreservacion como son promover adecuaciones en la velocidad
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de enfriamiento y temperatura de descongelacion, asi como en la mejora de los diluyentes
de congelacion, donde se han encontrado los avances mas efectivos [Flores, 2005]. En
general los diluyentes para congelacion de semen porcino se basan en la inclusion de yema
de huevo, que se combina con otros agentes como azucares, amortiguadores, aditivos y
crioprotectores permeables, que son los elementos que dan capacidad a los espermatozoides
de manejar convenientemente los cambios osmoticos asociados a las interacciones agua-
soluto generadas en el proceso de congelacion-descongelacion [Hammerstetd et al., 1992;
Watson, 1995, 2000; Holt, 2000].

Entre los crioprotectores no permeables la trehalosa ha demostrado ser efectiva en una
gran diversidad de lineas celulares, ya que posee la capacidad de interactuar con lipidos y
proteinas incrementando la estabilidad celular [Singer y Linquist, 1998; Chen et al., 2000;
Pereira et al., 2004]. La inclusion de este disacarido en las formulas de los diluyentes para
congelacion de semen en diversas especies ha favorecido la viabilidad, la motilidad e
integridad espermatica al descongelado [Storey et al., 1998; Yildiz et al., 2000; Thompson
et al., 2001; Sztein et al., 2001; Aboagla et al., 2004; Aisen et al., 2005; Bucack et al.,
2007; Berlinguer et al., 2007; Yamashiro et al., 2007; Dalimata y Graham, 2008; Hu et al.,
2009].

Al inicio de esta investigacion no existian reportes de la utilizacion de trehalosa en
medios de congelacion para semen de cerdo, por lo que el objetivo de la misma fue valorar
el efecto crioprotector de la inclusion de trehalosa en medios de congelacion para semen de
esta especie, esperando mejorar la capacidad fertilizante de los espermatozoides con base
al mantenimiento de buenos porcentajes de motilidad, integridad y viabilidad al
descongelado, los que se reflejarian en los resultados obtenidos en pruebas dinamico-
fisiologicas de estimacion in vitro de la fertilidad, favoreciendo, por lo tanto los indices de
penetracion homologa obtenidos, en comparacion con los pardmetros presentados por
espermatozoides de cerdo cridpreservados en un medio convencional con el 4% de glicerol

y libre de trehalosa.
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2 ANTECEDENTES

2.1 Potencial del semen congelado

En la actualidad tan solo el 1% del total de las inseminaciones realizadas en el mundo en
la especie porcina se efectia con semen descongelado, sin embargo son varias las
caracteristicas que convierten a la congelacion de semen de cerdo en una biotecnologia con
potencial de aplicacion [Cerolini et al., 2001]. La congelacion favorece en gran medida la
distribucion de las caracteristicas deseables para una rapida mejora genética, ya que el
semen congelado es facilmente transportable a través de largas distancias, sin importar que
las hembras estén o no en estro al momento de la recepcion. Por otra parte permite el uso de
dicho material genético aun después de que el macho donador haya muerto, se encuentre
enfermo o deba ser desechado del hato reproductor [Bailey et al., 2008].

El semen congelado también puede apoyar en el control y prevencion de la transmision
de enfermedades, ya que permite el monitoreo adecuado del semen antes de su ingreso al
hato reproductor, descartando oportunamente la presencia de patdégenos transmisibles,
como por ejemplo los circovirus porcinos tipo 2 (PCV2) [Mc Intosh ef al., 2006] o el virus
del sindrome reproductivo respiratorio porcino (PRRS) [Yanger et al., 1993] , ya que la
ausencia de signos clinicos, la viremia y el estatus seroldgico de estas enfermedades en
sementales, no son indicadores adecuados para descartar la presencia de estos virus en el
semen [Christopher ef al., 1995]. La deteccion de patogenos seminales demanda de pruebas
diagnosticas que requieren de cierto tiempo, por lo que es aconsejable que los eyaculados
permanezcan almacenados en espera de los resultados antes de su aplicacion [Guerin et al.,
2005; Maes et al., 2008]. Esto brinda por lo tanto la oportunidad de asegurar una
bioseguridad global, de hecho para el mercado internacional existen condicionantes que
obligan al exportador de semen a mantener almacenadas en nitrégeno liquido y en
recipientes esterilizados muestras de los eyaculados comercializados por un minimo de 28
dias [WAHO, 2006].

El desarrollo de mejores protocolos de criopreservacion favorecerian también la
utilizacion a escala comercial de semen de cerdo sexado por citometria de flujo, lo que a su
vez facilitaria la implementacion de nuevos esquemas de cruzamiento que tendria gran
impacto en las estrategias de mercado y en la eficiencia reproductiva [Bathgate et al., 2008;

Roth y Johnson, 2008].
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Por otra parte, la creacion de bancos de semen congelado con normas altas de
bioseguridad podria mantener una reserva genética que minimizard los efectos del brote
repentino de alguna enfermedad infectocontagiosa o de algin desastre natural [Purdy et al.,
2008]. Estos mismos bancos pueden funcionar como almacenes de adaptabilidad genética
que permitan hacer frente al riesgo latente de demandas alimenticias inesperadas surgidas
de cambios medioambientales, avances en el conocimiento de los requerimientos
nutricionales humanos, fluctuaciones del mercado o presiones derivadas de la demanda
social. De hecho la conservacion de la variacion génica (variantes alélicas), es
particularmente importante para mantener tanto la biodiversidad de las poblaciones de
cerdos autdctonas altamente adaptadas a su territorio de procedencia, como para tener un
centro de acopio de donde seleccionar las caracteristicas que los productores soliciten para

producir animales mas uniformes con base a las demandas mercantiles [Bailey et al., 2008].

2.2 Teoria del daifio celular por congelacion

Para entender la problematica asociada a la congelacion de las células esperméticas debe
partirse de la teoria mas aceptada sobre los causantes del dafio celular por congelacion. Esta
teoria se basa en los cambios fisicos que afectan la estabilidad celular y estos cambios son
el sobreenfriamiento, la transicion de fases, la formacidén de hielo, la liberacion de calor
latente y el dafio por concentracion de solutos [Flores, 2005].

El sobreenfriamiento ocurre cuando la temperatura decrece por debajo de 0°C y el agua
extracelular se congela, mientras que la intracelular no lo hace al mismo tiempo, ya que la
membrana funciona como una barrera que impide que el cristal extracelular continte
creciendo hacia el interior de manera continua, de ahi que se recomienden tasas de enfriado
lentas que permitan al agua salir de la célula y congelarse dentro y fuera de ella [Watson,
1995].

La transicion de fases es el cambio que sufren los lipidos de la membrana plasmatica,
que se encargan de mantener su impermeabilidad, y que favorecen que en un estado
fisiol6gico normal, la membrana se encuentre en un estado laminar liquido cristalino, y que
al congelarse la fluidez de la membrana disminuya y se vuelva rigida y poco elastica al
adoptar un estado de gel [Holt, 2000; Chen, 2002; Patist et al., 2005].

La formacion de hielo intracelular es otra consecuencia del descenso en la temperatura

que puede evitarse disminuyendo la velocidad de congelacion, es decir, debe ser lo
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suficientemente lenta para que permita la salida de agua al exterior y lo suficientemente
rapida para evitar que se forme hielo en el interior; la curva de supervivencia espermatica
depende de una velocidad intermedia de congelacion y que se puede graficar en forma de U
invertida (campana de Gauss) [Holt, 2000].

Al producirse cambios de estado fisico se libera el denominado “calor latente” de
fusién, subiendo la temperatura desde el punto en que se forma el hielo hasta cerca del
punto tedrico de congelacion de la solucion y se mantiene asi hasta que el calor se disipa,
esto dependera de la concentracion de solutos del medio y el nivel de crioprotector
incluido, para evitar dafio celular éste calor latente debe ser disipado lo mas répido y
uniformemente posible [Palacios, 1994].

A su vez la formacion de hielo provoca la deshidratacion espermadtica lo que provoca
que la concentracion intracelular de solutos exceda su solubilidad, por lo cual estos se
congelan y se precipitan, esto se conoce como punto eutectico, lo cual provoca cambios en
la osmolaridad y encogimiento de la membrana [Watson, 1995]. Por otra parte la
concentracion de solutos en el medio de congelacion extracelular favorece la concentracion
de espermatozoides cerca de las zonas donde estos solutos se precipitan, por lo cual en esas
zonas se concentran el mayor nimero de espermatozoides lo que mediante estudios de
criomicroscopia se ve como una serie de bandas densas con un gran nimero de células
espermaticas adheridas [Medrano, 2002].

A ultimas fechas la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) se ha
considerado como fuente potencial de dafio durante la criopreservacion; por ejemplo la
liberacion de ROS a partir de cadena respiratoria en células somadticas en refrigeracion
(4°C) aumenta de un 2% a un 5%, aunque esto no esta comprobado en el espermatozoide,
esta podria ser una fuente de ROS en el caso de estas células. Las contaminaciones con
leucocitos estimulan el incremento de ROS en semen congelado y por otra parte estudios
realizados en carnero y toro han demostrado la activaciéon de una oxidasa liberada al
parecer de los espermatozoides muertos lo que se refleja en la disminucion de viabilidad

espermatica [Kessopoulou et al., 1992; Bailey et al., 2000].

19



2.3 Alteraciones en diferentes estructuras espermaticas, inducidas por la
criopreservacion

La transicion de fases termodependiente es inducida por el descenso y posterior
reascenso de la temperatura durante la congelacion-descongelacion y afecta
directamente la organizaciéon natural de la membrana plasmatica, la membrana
acrosomal externa y la membrana mitocondrial. La pérdida de asimetria en la
bicapa lipidica se refleja en un desorden de la fluidez que provoca una expectativa de
vida mucho mas reducida para el espermatozoide [Nobles, 1997; Patist y Zoeb, 2005],
al perder capacidad para manejar convenientemente los cambios osmoticos asociados a
las interacciones agua-soluto, que se dan a través de la cristalizacion del hielo
extracelular y que provoca la salida del agua y la entrada de iones, lo cual ocasiona
cambios osméticos que al no ser regulados adecuadamente pueden dafiar a su vez otras
estructuras [Locksley et al., 1988; Watson, 1995; Holt, 2000; ; Cordova et al., 2002;
Medrano et al., 2002]. Por su parte la deshidratacion sufrida por la membrana altera su
permeabilidad y estabilidad promoviendo fracturas y rupturas en la misma, lo que al
parecer provoca un estado en el que coexisten regiones planares y curvadas entre la
bicapa lipidica de la membrana osmoticamente colapsada debidas a las alteraciones
sufridas por las interacciones entre las cargas de los grupos polares [Biondi et al,
1992]. Otro suceso es un marcado decremento en el contenido de colesterol y de 4cidos
grasos poliinsaturados, esto ultimo se puede asociar a una contaminacion a partir del
medio de dilucién o a una peroxidacion inducida por ROS [Cerolini et al., 2001].

Estas alteraciones se veran reflejadas en fusion entre bicapas, goteo de contenido al
medio, fases de separacion lateral por medio de la cual los fosfolipidos simples forman
mezclas complejas y pérdida de conformacion que se da cuando hay una translocacion de
fosfolipidos que generalmente se encuentran en la regidon citosélica de la membrana
plasmatica hacia el exterior como es el caso de la fosfatidil etalonamina y la fosfatidilserina
(Figura 1), todo esto es agravado por la termodependencia de algunas enzimas que se
activan durante los cambios de temperatura participando en la pérdida de la asimetria de la

membrana [Watson, 1995] .
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Figura 1 Cambios producidos por la congelacion en la membrana plasmatica.
(A) bicapa lipidica fisiologicamente normal (fase liquida)
(B) labicapa en estado de gel antes de la deshidratacion
(C) pérdida de integridad tras la deshidratacion.
(Gutiérrez-Pérez, 2009).

Al microscopio electronico de transmision (MET), las alteraciones en las membranas
provocadas por la congelacion-descongelacion han sido descritas en espermatozoides de
multiples especies [Healey, 1969; Okada et al 2001; Silva et al., 2001; Nizanski and
Kuropka, 2005; Aisen et al., 2005; Sa-Ardrit et al., 2006], en general pueden observarse
como: distension y abombamiento de la membrana plasmadtica del area de la cabeza,
descrita también como distension de la membrana plasmatica e hinchazon de la membrana
acrosomal; ondulamiento de la membrana acrosomal externa; vesiculacion de la membrana
acrosomal externa con o sin pérdida del contenido acrosomal; distension de la membrana
plasmatica de la regién de la pieza media del flagelo y anormalidades en la vaina
mitocondrial

Utilizando el microscopio electronico de barrido (MES), también ha sido posible
constatar los cambios ultraestructurales ocurridos en las membranas a través de
especimenes tratados por criofractura, de tal manera que en espermatozoides frescos (37°C)
procesados por dicha técnica, es posible apreciar en la region de la cabeza una distribucion
aleatoria de diversas particulas mientras que en la pieza media del flagelo, estas particulas

se hallan homogéneamente dispersas u organizadas en bandas circunferenciales. Por su
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parte la pieza principal demuestra una distribucion de particulas también homogénea. Al
exponer a los espermatozoides a temperatura de 0°C se observan cambios en la agregacion
de particulas intramembranosas en la region de la cabeza, que ahora adoptan una apariencia
de racimos tanto en la region acrosomal como en la postacrosomal. En el flagelo la accion
del descenso de temperatura provoca areas circulares libres de particulas de apariencia
plana en la region de la pieza principal. Por ultimo al descongelado (recalentamiento hasta
38°C) los racimos de particulas en cabeza y las zonas claras y aplanadas desaparecen. La
apariencia general de las particulas es de nueva cuenta uniforme. Estos cambios han sido
interpretados como una redistribucion lateral de las particulas intramembranosas de las
regiones de la cabeza y la pieza principal del flagelo, esta separacion lateral se asocia a la
transicion de fases, sufrida por la membrana [Leeuw et al, 1990]. Este dafio esta
estrechamente influenciado por la interaccion entre la curva de velocidad en el proceso de
congelado y la concentracion de glicerol. De acuerdo con Fiser et al, [1993], la
optimizacion simultanea de estas dos variables debera reflejarse en la motilidad y en la
integridad acrosomal [Fiser y Fairfull, 1990; Fiser et al, 1993]; estos investigadores
proponen para el espermatozoide del cerdo una velocidad de enfriamiento de 30°C por
min., una concentracion de glicerol del 3% y una velocidad de descongelado de 1200°C por
minuto.

Por otra parte, si bien la termosensibilidad del espermatozoide de cerdo ha sido
relacionada con la composicion lipidica de su membrana [Cerolini et al., 2001], el dafio
acrosomal parece ser independiente del mismo [Watson, 1995] lo cual se relaciona con el
fendmeno de criocapacitacion que incrementa la proporcion de espermatozoides que sufren
una falsa capacitacion o capacitacion inducida [Bailey et al., 2000; Curry, 2000; Green,
2001; Cerolini, 2001; Petrunkina et al., 2005)]. Aunque su mecanismo no se ha descrito
completamente se especula existen diferencias entre esta criocapacitacion y la capacitacion
fisiologica que se da en el tracto reproductor de la hembra. En la capacitacion fisioldgica
las modificaciones membranales inducidas por las secreciones del istmo de la tuba uterina,
estimulan la fosforilacion por tirosina de las proteinas espermaticas mediante la accion de
una adenil ciclasa que aumenta la concentracion de calcio intracelular, lo que favorece la
continuacion del desencadenamiento de nuevas cascadas de fosforilacion; al parecer esto no
ocurre de la misma manera en espermatozoides descongelados ya que la aparicion de

proteinas fosforiladas se da inmediatamente después del descongelado mientras que en
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espermatozoides frescos el proceso para que se detecten estas proteinas por lo menos dura
cuatro horas [Bailey et al., 2000].

Aunque el dafio membranal es evidente otros grupos de investigacion proponen que la
incapacidad del espermatozoide para manejar los cambios osmoticos es el resultado
principal del dafio que sufre el citoesqueleto [Martinez et al., 2006, Arancibia- Salinas et
al., 2007], que es responsable de mantener el volumen celular espermatico y que se altera al
fallar la regulacion de los anclajes citoesqueléticos en la membrana que participan en la
modulacion del intercambio hidrico y que evitan el dafio a estructuras internas por cambios
hipertonicos, de hecho se ha reportado que las proteinas del citoesqueleto que soportan las
membranas plasmaticas y acrosomal presentan una despolimerizacion y repolimerizacion
dependientes de temperatura, lo cual se refleja en los rdpidos cambios de volumen que
sufren las células espermaticas durante el proceso de congelacion [Watson, 1995; Storey et
al., 1998; Petrunkina et al., 2004, 2005]. En estudios sobre espermatozoides de raton se ha
visto que el estrés osmotico, ocasionado por la congelacion al afectar la permeabilidad de la
membrana, altera la energia de activacion necesaria para la conductividad hidraulica y
¢ésta a su vez es dependiente de las interacciones membranales con el citoesqueleto, que se
encarga de mantener los parametros de conductividad hidraulica al permitir las
adaptaciones de la célula a los cambios osmoticos [Noiles, 1997; Storey et al., 1998].

La principal estructura citoesqueletica de la cabeza del espermatozoide es la teca
perinuclear, que es un elemento que se encuentra entre la membrana acrosomal interna y
la envoltura nuclear y que tiene un papel importante en la espermiogénesis, ya que
participa dando forma al nticleo, y se convierte en el soporte estructural que daré la forma
definitiva a la cabeza, ademas de servir como punto de anclaje para el acrosoma. La teca
perinuclear no solo protege al ntcleo espermatico al cual envuelve, si no que ademas tiene
un papel importante en procesos relacionados con la fecundacion, tales como la penetracion
de las envolturas del ovulo, participacion en los procesos de fusion, la activacion del
ovocito y la descondensacion del material genético tras la fertilizacion [Sutovsky et al.,
1997, 2000;

Judrez-Mosqueda y Mujica, 1999; Mujica et al, 2003]. Se ha demostrado que esta
estructura también sufre alteraciones posteriores al descongelado [Martinez et al., 2006;

Arancibia-Salinas ef al., 2007] y que esto puede relacionarse tanto con una redistribucion
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de dominios de membrana [Orozco et al, 2008], como con la pérdida del acrosoma
[Barrientos-Morales et al., 2009].

La regulacion del volumen celular es critica durante el proceso de criopreservacion, ya
que se forman gradientes osmoticos locales que atraviesan la membrana plasmatica a
través de canales i0nicos, éstos canales se establecen para mantener un proceso de
transferencia de osmolitos hacia dentro y hacia fuera de la célula, que trata de restablecer el
equilibrio osmotico. Investigaciones en diferentes lineas celulares (células tumorales,
ovocitos de Xenopus I., leucocitos y espermatozoides porcinos) sugieren que el
citoesqueleto juega un papel importante en el envio y traduccion de las sefiales que
controlan los cambios de volumen por lo cual un citoesqueleto integro es de vital
importancia en la supervivencia celular tras la congelacion [Storey ef al., 1998; Petrunkina
et al., 2004].

El axonema, por su parte parecia ser mas resistente a los efectos de la congelacion,
por lo que la disminucién de la motilidad no se asociaba de manera directa al dafio de sus
elementos microtubulares [Courtens, 1989], sin embargo estudios posteriores in vitro,
revelaron que el dafo de las diferentes estructuras citoesqueléticas del flagelo mas bien son
reflejo de la despolimerizacion de tubulina que altera la relacion de los microtubulos y sus
proteinas asociadas, afectando la respuesta celular a estimulos externos, ya que algunos
elementos del citoesqueleto se propone participan en la activacion de diversas cascadas de
sefalizacion que participan en la motilidad [Keates, 1980 ; Keates, 1984 ; Hammerstedt y
Graham, 1992]. La falta de motilidad también se ha asociado al dafio mitocondrial interno
ya que después del descongelado el material interior de la mitocondria es menos
electrodenso al andlisis microscopico [Watson, 1995], estudios recientes demuestran que la
funcionalidad mitocondrial se ve afectada por la congelacion lo que se observa con las
nuevas técnicas de valoracion del potencial mitocondrial [Hu et al., 2009].

El nucleo es otra estructura que en un principio parecia ofrecer una resistencia relativa a
suftrir dafo por el proceso de congelacion-descongelacion. Reyes et al.,[2001] estudiando el
efecto de la criopreservacion en nucleos espermaticos de bovino y carnero no encontraron
alteraciones en cuanto mediciones morfométricas (area total, perimetro, largo o ancho de
los nucleos), durante el proceso de congelado en el rango de los 5 °C a los -5°C, aunque
por otro lado si encontraron variacion significativa en la hidrélisis del fluorocromo FDA, lo

que interpretaron como una pérdida en la funcionalidad nuclear espermatica y que
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concuerda con lo reportado por Royere ef al.,[1988], Hamama et al.,[1990] y Cordova et
al., [2003], quienes en sus trabajos mencionan no haber encontrado dafio en la estructura de
la cromatina nuclear en el espermatozoide del cerdo, pero si un fendmeno de retraso en el
proceso de descondensacion que ellos llaman “sobrecondensacion”. Este se traduce en la
pérdida de sincronia en la formacion de los prontcleos tras la fertilizacion, lo que si bien no
interfiere para que se sobrepase el estado de cigoto, se ha asociado con reabsorciones
embrionarias [Cérdova, 2002]. Por otro lado los porcentajes de dafio al DNA no parecen
acrecentarse de manera significativa como lo demuestran los resultados obtenidos por
diferentes investigadores utilizando el ensayo cometa (analisis para una sola célula en
electroforesis en gel) y pruebas fluorescentes para verificar el dafio producido al DNA por
la criopreservacion, donde el dafio porcentual se ve incrementado en un 2 a un 4 % con
respecto al 2% de DNA con alteraciones presente en el semen fresco [Rybar R et al., 2004;
Fraser y Strzezek, 2005 y 2006]. Por otra parte se ha comprobado que el DNA es mas
accesible para el fluorocromo bromuro de etidio después del proceso de congelacion
descongelacion y mas sensitivo a la hidrolisis por HCI. De hecho, al efectuar crio secciones
nucleares y analizarlas bajo rayos X de energia dispersante se ha visto una ligera separacion
entre el DNA y sus nucleoproteinas lo que podria ser resultado de modificaciones nocivas
en el ambiente nuclear durante el descongelado [Courtens et al, 1989]. También se
consideraba que el DNA espermatico del cerdo era mas resistente al dafio por congelacion
que el de otras especies por ejemplo el DNA espermatico humano estudiado con naranja de
acridina en citometria de flujo presenta mayor numero de bandas simples, que el del cerdo
que se nota mas estable [Royere ef al,1988; Hamamah et a.,1990]; Actualmente se ha
comprobado utilizando una prueba modificada de ensayo cometa que si existe dafo en la
integridad al DNA del espermatozoide porcino [Fraser y Strzezek, 2004, 2005] y que el
grado de alteracion puede ser minimizado con la utilizacion de variaciones en el disefio del
envase y la formulacion del diluyente [Fraser y Strzezek 2007; Jiang et al., 2007; Hu et al.,
2008].
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2.4 Diluyentes para Congelacion

Ya se ha mencionado que para la proteccion de la célula espermatica no solo se toman
en cuenta los dafios fisicos que pueden provocar el congelado y el descongelado per se,
sino que para ello se han propuesto diferentes protocolos de criopreservacion que manejan
diferentes tasas de enfriado y descongelado buscando modificar la dinamica de la
formaciéon de hielo y evitando el dafio intracelular. Sin embargo los verdaderos
crioprotectores se encuentran en el diluyente que es el que mantiene el pH, provee fuentes
de energia y disminuye los dafios producidos por el congelamiento y los cambios osmoticos
[Watson, 1995; Medrano y Holt, 1998].

En general los diluyentes estan compuestos por azucares, proteinas y lipoproteinas,
amortiguadores, aditivos y agentes crioprotectores y en base a sus constituyentes se pueden
clasificar en diluyentes con amortiguadores o sin ellos. Entre los primeros se tiene el
disefiado por Polge en 1970 a base de yema de huevo—glucosa; el de Wensterdof en 1975 a
base de yema de huevo-lactosa; y el de Milanov en 1974 a base de yema de huevo-
sacarosa-EDTA-sales de Mg? y Ca?+. Entre los que contienen amortiguadores podemos
mencionar los Betsville de Pursel y Johnson [Johnson, 2000].

De manera general un elemento compartido por la mayoria de los diluyentes para
congelacion es la inclusion de yema de huevo, la cual disminuye el choque por frio ya que
contiene una lipoproteina de baja densidad a la cual se le atribuye este efecto [Watson,
2000; Holt, 2000b]. La yema de huevo se combina con otros agentes como azucares,
amortiguadores, aditivos y crioprotectores. De éstos el mas utilizado es el glicerol que
atraviesa la membrana plasmatica y evita la formacion de cristales de hielo a nivel
intracelular.

A pesar de que los crioprotectores han sido seleccionados a partir de la crioproteccion
que brindan a las células durante el proceso de congelacion, hoy en dia se presentan dos
puntos trascendentales a tomar en cuenta antes de su aplicacion [Fahy, 1986]: 1) La
toxicidad de los mismos limita las concentraciones en que de estos aditivos pueden
aplicarse a los medios de dilucion. 2) Esta toxicidad puede jugar un papel importante en la
produccion del criodano celular.

De hecho se puede crear una analogia entre el dafio por congelacion y la toxicidad de los
crioprotectores ya que a determinadas concentraciones los crioprotectores pueden provocar

deshidratacion, por hiperosmolaridad extracelular; caidas dramaticas en la inhibicion de
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catalasas y peroxidasas, liberando radicales libres que impliquen criodafio, choques
osmoticos y pueden alterar la polaridad del ambiente celular lo que se traduce en dano
membranal. Ademés los crioprotectores permeables pueden llegar a inducir fusion de
membranas bajo ciertas condiciones. Todos los procesos anteriores se pueden ver
potencializados por el proceso de congelacion de ahi la importancia de su utilizacion en los

niveles adecuados.

2.5 Toxicidad del glicerol

El glicerol es el crioprotector de primera eleccion desde que fue propuesto como tal por
Polge et al., en 1949, ya que penetra dentro de la célula espermatica y evita la formacion
de cristales de hielo intracelular, y evita la concentracion de electrolitos. Sin embargo, el
grado de tolerancia varia con la especie, por ejemplo en los espermatozoides de gallo la
adicion de glicerol suprime su capacidad fertilizante, la cual se recupera mediante un
proceso de descongelado que retira el glicerol de manera gradual [Hammerstedt y Graham,
1992]. La concentracion del glicerol debe ser muy baja pues resulta toxico para la célula ya
que afecta la viscosidad citoplasmatica y la sintesis y utilizacion del ATP [Hammerstetd y
Graham, 1992; Watson, 1995; Storey et al., 1998; Holt, 2000, Morris et al., 2006].

Existen diferentes teorias que pretenden explicar la toxicidad del glicerol; una de ellas se
refiere a la accidbn osmotica del mismo, ya que la introduccién y remocion de
crioprotectores permeables puede producir grandes cambios de volumen osmético. Por otra
parte también se ha comprobado una sensibilidad a los cambios de volumen especie
especifica, por ejemplo el espermatozoide de raton es mas sensible que el del humano a
estos cambios [Noiles, 1997]. Un factor importante para que se den alteraciones graves por
la introduccion-remocion del glicerol, puede ser la utilizacion suboptima del mismo pero
también se sabe que concentraciones mayores provocan variaciones de volumen en
respuesta a los cambios osmoticos que daiian la célula. Por otra parte los cambios de
volumen draméticos pueden evitarse aplicando el glicerol en etapas [Katkov ef al., 1998].

Otra teoria sobre el efecto del glicerol se relaciona con su capacidad para ser
metabolizado por los espermatozoides de carnero, toro, macho cabrio y verraco ya que el
espermatozoide es incapaz de utilizar el glicerol como sustrato para una glicolisis por la via

clasica, aunque se ha comprobado en estas especies que se ve estimulado su consumo de
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oxigeno [Johnson, 1985]. También se ha comprobado que los espermatozoides de rata, de
humano y de verraco tienen la capacidad de oxidar al glicerol hasta CO, [Jones, 1992].

Como se menciono anteriormente las vias metabdlicas que el espermatozoide utiliza
para su degradacion difieren de los de otros tipos celulares, por ejemplo en los hepatocitos
el glicerol es fosforilado por una cinasa que a su vez es activada por una deshidrogenasa
NADP-dependiente. Este mecanismo en el espermatozoide es desconocido, de hecho la via
metabolica cldsica en la que el glicerol-3-fosfato se oxida a fosfato-dihidroxiacetona
requiere de una glicerol cinasa; esta enzima aunque presente en el espermatozoide de
verraco, tiene una actividad muy baja. A pesar de ello el espermatozoide es capaz de
utilizarlo como energético, lo cual compromete el balance entre sintesis de ATP y
utilizacion del mismo. La célula espermadtica en congelacion se encuentra con deficiencia
de ATP, donde el control metabolico depende de iones para activar los procesos celulares,
al parecer este mecanismo se encuentra comprometido y provoca la activacion inapropiada
de fosfolipasas produciendo dafio celular irreversible [Jones, 1992].

En apoyo a esta teoria se ha detectado en el espermatozoide una concentracion
significativa de metilglioxal, que es producto de reacciones no-oxidativas que se llevan a
cabo durante la gluco6lisis anaerobia a partir de glicerol. Este compuesto ha demostrado ser
un agente citotoxico y genotoxico en casos de diabetes mellitus donde es proveniente de la
descomposicion oxidativa de los 4cidos grasos poliinsaturados y también del catabolismo
de los cuerpos cetdnicos y de la treonina. Ademas, el metilglioxal funciona como precursor
del diacilglicerol (DAG), un activador de la proteina cinasa C (PKC) [Riddle y Lorenz,
1973].

Por lo anterior se propone que el glicerol debe ser utilizado en concentraciones bajas
que en la mayoria de las especies domésticas y de laboratorio estd cercana al 1M aunque
por otra parte existe una relacion entre concentracion y tiempo de exposicion al glicerol,
por ejemplo si se ponen en contacto los espermatozoides de raton por menos de 5 minutos a
concentraciones 0.8 M de glicerol se recupera un mayor nimero de espermatozoides
viables [Katkov, 1998]. En el cerdo la recomendacion para su inclusion van del 1 al 3%, del
volumen final del diluyente, para evitar el incremento en los porcentajes de dafio acrosomal
[Johnson, 1985].

El tiempo de exposicion y la temperatura son factores que pueden potenciar el efecto

toxico del glicerol para el espermatozoide del cerdo, de tal manera que la exposicién a 5y
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10% de glicerol por 6 horas a 5°C o por 30 min a 20°C no reduce los rangos de fertilizacion
in vitro, pero la combinacion de 6 horas a 20°C si los afecta, esto es resultado de que la
membrana a 5°C reduce la cantidad de glicerol que logra atravesarla [Wilmut et al., 1973;
Amlid y Johnson, 1988]; por otra parte la toxicidad por exposicidon tiene una relacion
inversa a la concentracion de tal manera que la mayor proteccion se obtiene con periodos
de contacto de 5 a 20 segundos para concentraciones de 8% de glicerol; de 30 segundos
para concentraciones de 6% y de 5 a 10 minutos para concentraciones del 4% [Wilmut et

al., 1973].

2.6 La trehalosa

Algunos disacaridos como la sacarosa, la lactosa y mas recientemente la trehalosa,
han demostrado capacidad crioprotectora y actualmente son utilizados como excipientes
para la liofilizacion y estabilizadores durante la rehidratacion. En la naturaleza la trehalosa
se produce de forma natural en diversos organismos como respuesta al estrés provocado por
la deshidratacion [Leslie et al., 1995; Cerrui et al., 2000], temperaturas extremas [Ramlov
et al., 1992; Tibbet et al., 2002] y cambios osmoéticos [Hounsa et al .1998], por ejemplo
algunos organismos anhidrobiotes, soportan la deshidratacion extrema mediante la
acumulacion de elevadas concentraciones de disacaridos, de los cuales los mas importantes
son la sacarosa y la trehalosa [Patist y Zoerb, 2005]. La trehalosa fue descrita por Wigger
en 1832, como un azicar desconocido presente en el cornezuelo del centeno (Claviceps
purpurea), que mas tarde también fue aislada de capullos o pupas del escarabajo Larinus
mucalata, estos capullos llevan el nombre comun de “trehala”, de aqui que Bertelot la
denominara trehalosa [Singer y Linquist, 1998].

Este disacarido esta compuesto por dos unidades de D-glucopiranosa unidas en su
carbono al, lo que le confiere caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas muy particulares
como son dos puntos de fusion y alto grado de rotacion molecular, que a su vez le brindan
una estructura muy estable [Singer y Linquist, 1998; Patist y Zoerb, 2005]. Existen tres
teorias que pueden conjugarse para explicar el mecanismo por medio del cual la trehalosa
es capaz de estabilizar a una gran diversidad de biomoléculas (Figura 2): a) indirectamente
al reemplazar las moléculas de agua por puentes de hidrogeno [Rudolph y Crowe, 1985;
Crowe et al., 1987; Tsvetkva et al., 1988; Sola y Meyer 1998; Alison et al., 1999]; b) la

formacion de una capa que atrapa las moléculas de agua cercanas a la superficie
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biomolecular [Chen et al., 2000; Patist y Zoerb, 2005] y c¢) el mantenimiento de
estructura biomolecular al envolverla con una pelicula de alta viscosidad que mantiene

conformacién [Chen et al., 2000, 2002; Sampedro 2004; Patist y Zoerb, 2005].
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Figura 2 Propuestas para el mecanismo de proteccion de la trehalosa: A) Esquema de membrana

alta viscosidad que mantiene su conformacion; C) Proteccion indirecta al reemplazar las moléculas de
agua por puentes de hidrogeno; D) Formacion de una capa que atrapa las moléculas de agua cercanas a la

superficie biomolecular; E) membrana que permanece intacta al descongelado (Gutiérrez-Pérez, 2009).

antes de la congelacion; B) Mantenimiento de la estructura biomolecular al envolverla con una pelicula de
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Sea uno o los tres mecanismos los que confieren proteccion y estabilidad biomolecular,
los beneficios de la adicion de trehalosa se reflejan en la inhibicion de la fusion entre las
bicapas lipidicas mediante la disminucion de la separacion lateral de los fosfolipidos y la
estabilizacion de vesiculas lipidicas que permiten que las cadenas hidrocarbonadas de los
fosfolipidos se mantengan en estado fluido sin llegar al estado de gel, pero ademas
estabilizando la estructura tridimensional de las proteinas integrales.

Este poder crioprotector ha permitido su utilizacion para la preservacion de distintos
tipos celulares, por ejemplo las células de la piel de origen fetal [Erdag et al., 2002], o la de
su inclusion en las formulaciones para preservacion de las células de los 6rganos destinados
al transplante [Chen et al., 2004; Sasnoor et al., 2005]; también ha demostrado su
efectividad para la liofilizacion de globulos rojos, disminuyendo la hemolisis y aumentando
la recuperacion celular en la rehidratacion [Kheirolomoon et al., 2005]. Su capacidad
crioprotectora se comprueba con la criopreservacion exitosa de ovocitos humanos sin la
presencia de otros crioprotectores [Eroglu et al., 2002] y con mayor recuperacion de
embriones viables criopreservados de rata [Honadel ef al., 1988].

En cuanto a la criopreservacion de espermatozoides, los reportes de los resultados
obtenidos por la adicion de trehalosa varia de acuerdo con la especie y con los equipos de
investigacion (Tabla 1), lo cual puede deberse a la variacion en la formulacion de los
diluyentes utilizados por los diversos investigadores, de tal manera que en el bovino dos
autores reportan que el porcentaje de motilidad y viabilidad no ha sido significativamente
mejor que los controles [Chen et al., 1992; Foote et al.,1993] y un tercero encuentra
mejoras significativas en integridad y viabilidad [Woelders et al., 1997]. En los
espermatozoides del ciervo rojo ibérico, la adicién de trehalosa deprimi6 la motilidad, sin
afectar la integridad de la membrana [Fernandez-Santos et al., 2007]. En un estudio al
comparar un diluyente comercial a base de glicerol para rumiantes contra diluyentes
adicionados con trehalosa en tres especies de gacelas africanas, los diluyentes con trehalosa
mostraron menores porcentajes de viabilidad, motilidad e integridad acrosomal [Garde et
al., 2002]. Lo mismo se reporta en el garafion [Squires ef al., 2004].

Se han obtenido mejoras en espermatozoides de carneros, donde se reporta mayor

porcentaje de células sin alteraciones en la membrana, mayor porcentaje de motilidad y
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mayor fertilidad después del descongelado [Aisen et al., 2000, 2002, 2005; Bucack et al.,
2007]. La integridad y el porcentaje de motilidad también se incrementaron en
espermatozoides de machos cabrios criopreservados con trehalosa [Aboagla et al.,
2003,2004]; lo mismo que en muflones europeos, donde ademas, se incrementd el
porcentaje de embriones obtenidos por fertilizacion in vitro (IVF) [Berlinguer et al., 2007].
Resultados similares han sido alcanzados en estudios de criopreservacion de semen de
raton, mejorando la viabilidad, la integridad acrosomal y el porcentaje de embriones
producidos por IVF [Storey et al., 1998; Sztein et al 2001; Thompson et al., 2001]. En
estudios realizados en semen de conejo la combinacion de trehalosa con metil celulosa
incrementd el niimero de espermatozoides vivos con acrosoma intacto [Dalimata y
Graham., 2008], a diferencia del espermatozoide de la liebre europea que muestra un
efecto detrimental con la adicion de trehalosa [Kozdrowski et al.,, 2009]. En
espermatozoides de perro se ha observado un incremento en los porcentajes de motilidad,
integridad y viabilidad al adicionar trehalosa al medio de congelacion [Yildiz et al, 2000;
Yamashiro et al., 2007].

En el caso de los espermatozoides porcinos, al inicio de este proyecto doctoral no
existian referencias sobre la utilizacion de la trehalosa en los medios de criopreservacion,
aunque existe el antecedente del medio Reading, diluyente de larga duracion para
conservacion de semen a 16°C que fue desarrollado por Revell y Glossop [1989], que
incluye 1 gramo de trehalosa por litro (2.6 mM) en su composicidon, y que demostrd
incrementar el porcentaje de integridad acrosomal, mantuvo la motilidad al sexto dia y
aumento la fertilidad y el niimero de embriones obtenidos al compararlo contra un
diluyente control sin trehalosa.

Recientemente un grupo de investigadores chinos encontraron que la trehalosa confiere
cierta proteccion contra el dafio por congelacion generado al DNA espermatico y mantiene
la integridad mitocondrial e incrementa la viabilidad, motilidad e integridad acrosomal al

descongelado [Hu et al., 2008, 2009a, 2009b].
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Tabla 1 Concentrado del efecto de la inclusion de trehalosa en diluyentes para congelacion de semen de diferentes

especies.
Especie % trehalosa Diluyente Protocolo Conclusiones Autor/afio Revista
90.9 mM Tris+ acido citrico+ fructosa+ Sustitucion de Se mantiene viabilidad y | Valente et Animal
glicina 9.4% yema de huevo yema de huevo normalidad celular pero | al., 2009 Reproduction
por glucosa con decremento de Science
motilidad, mejor En prensa
integridad acrosomal,
menos HOST+ y menos
embriones hIVF
50y 100 mM Tris base + Taurina +Cisteinat+ | Comparativo 50 mM mayor motilidad | Bucak et al., | Theriogenology
hialuronan entre dos que el control (P<0.01), 2007 67;1060-1067
diluyentes y los antioxidantes no
adicion de fueron significativos,
antioxidantes aunque mejoro
° ligeramente con la
5} Taurina
g 375 mM Tris ac. citrico glucosa Motilidad La adicion de BSA 5% a | Yamashiro Journal of
© un medio con trehalosa 2006 Reproduction
mejoro la motilidad and
Development
52;3: 407-414
76 grs L 100 Tris + EDTA 1.5g/1 HOS , MET, Trehalosa mejoro Aisen Cryobiology
mM Peroxidacion Integridad de membrana | 2005 50;239-249
,GSH y GSSG , por poder antioxidante,
disminuye ROS
0, 50, 100,200 y | Tris citrato, Glicerol 3% HOS, motilidad, | Mejor [ ] 100 mM, Aisen Theriogenology
400 mM IA poscervical mayor ai, mas Mot., mas | 2002 57; 1801-1808
corderos nac.
76 grs L 100 Tris + EDTA 1.5g/1 HOS, T+EDTA mejoro Aisen Theriogenology
mM acrosoma y motilidad 2000 53; 1053-1061
370 mM Tris-glucosa —ac. citrico // Motilidad , IA SDS+T mejoro mot a Eiman Theriogenology
yema de huevo SDS FITC-PNA 0.1% 2004 62; 809-818
2 Concentraciones altas
5 son detrimentales .05

mas acrosoma
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375 mM FITC-PNA, Mantiene membranas Eiman Biology of
merocyanina funcionales después del 2003 Reproduction
540/Y opro descongelado 69; 1245-1250
Muflon europeo | 147 mM FITC-PSA, IP, Mejoré viabilidad, méas Berlinguer Reproduction in
IVF acrosomas.aumento en 2007 Domestic
porcentajes IVF, y Animals
embriones(blastocistos) 42:202-207
200 mM Tris Yema de huevo Motilidad Sucrosa protegié mas Woelders Cryobiology
Glicerol 581 mM exclusion de que la trehalosa, 1997 35:93-105
Hoechst, y acr. motilidad se deprime en
medios hipertonicos
25.6g/1 Leche, suero Retorno a 59 d Mejoré minimamente la | Foote Journal of Dairy
bovino y 7% glicerol post IA fertilidad (no 1993 Science
g significativo) 76: 1908-1913
= Pero proponen que un
volumen norml a20x10,
puede beneficiarse con
su adicion
100 mM Yema de huevo tris Motilidad y Mejoré la motilidad yla | Chen Cryobiology
viabilidad viabilidad pero no de 1993 30: 423-431
manera significativa
Garafion 900 mM SMEY Motilidad Resultados no Squires Theriogenology
concluyentes, mejoras 2004 62: 1056-1065
relativas pero no
significativas
Ciervo Rojo 400 mM Comparado con otras aziicares | Motil, acr, DNA , | Detrimental en Fernandez- Theriogenology
Tbérico Tris citrato fructosa JCI.y o moti'lidg(.i,,no diferenc.ias Santos 67: 738-753
meriocianina 540 | en viabilidad, proteccion | 2007
a integridad membranal

Gacelas 3.8% TES —tris Yema de huevo (% Motilidad, Los valores mas bajos en | Garde Biology of

glicerol) ACRO, HOS comparacion con otros 2003 Reproduction
diluyentes (triladil y tris 69:602-611
glicerol) diferencia entre
especies.

Conejo 91 mM Tris yema de huevo + hepes+ Viabilidad e Aumento en vivos- Dalimata Theriogenology
glucosatlactosa+acetamida integridad acr acrosoma intacto 1997 48:831-841
libre de glicerol FITC-PNA (P>0.05) con metil

1P celulosa , no sola
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Liebre 50y 100 mM Tris 250mM-+acido citrico 80 Motilidad Menor motilidad Krozdrowski | Animal
mM (CASA) progresivaen 100 mMy | 2009 Reproduction
Glucosa 70mM+DMSO 1.0 M; | Viabilidad e decremento en el tipo de Science
yema de huevo 17% integridad por movimiento a 3 hrs en 50 In press
kanamicina 80 mg/1 citometria de mM
flujo
Poodle 375 mM Tris- yema de huevo FITC-PNA Mejoraron la motilidad y | Yamashiro Animal
Thermal resitent | la integridad acrosomal 2007 Reproduction
test sobre todo al utilizar VA Science
° 102: (1-2) ;165-
E 171
A Beagle 70mM Tris ac. citrico, glucosa y Eosina-nigrosina | Mejoraron viabilidad, Yildis Theriogenology
glicerol 8% yema de huevo Viabilidad, integ | motilidad y rango de 2000 54: 579-585
20% acr y motilidad espermatozoides activos
totales.
7.5% 6% glicerol + MJB Vivos muertos Espermatozoides de Storey Cryobiology
IVF, retiran el epididimo, mejoraron su | 1998 37: 46-58
o medio con integridad y mejoraron %
=t dialisis de IVF
A 300 mM Leche y Buffer libres de Vivos muertos Mejoro motilidad Sztein Cryobiology
glicerol SYBR 14 Produjo menos dafio cel | 2001 41:28-39
79 vs 11% embriones
Raton 220 mM Buffer libre de bicarbonato 6% | IVF 21.7 de 30 blastocistos Thompson Journal of
de glicerol 7.3 de 12 ratoncitos 2001 Andrology
44% de embriones 22:2;339-344
Elefante asiatico | 100 y 375 mM | 2.41 g TES; 0.58 g Tris; 0.1g | Motilidad Oh, 30 | Espermatozoides sin Saragusty et | Animal
Fructosa; 5.5 g lactosa; 20% min y 3 hrs. motilidad pero con al., 2008 Reproduction
yema de huevo; 4% glicerol. Integridad mejor morfologia y Science
morfoldgica y viabilidad que los otros En prensa
viabilidad experimentales
2.6 mM (1 gr READING (medio para Viabilidad e Incrementos en Revell y Animal
por litro) conservacion de semen a 16°C | integridad porcentaje de integridad | Glossop Production
por 7 dias) acrosomal acrosomal, mantuvo la 1989 48:579-584
= motilidad al sexto dia 'y
@ aumento la fertilidad y el
8 numero de embriones
100 mM 200 mM tris; 77 mM acido Integridad de Mejoras en motilidad , Huetal, Cryobiology
citrico; 61 mM Fructosa; 20% | DNA por ensayo | integridad acrosomal y 2008 57;257-262
yema de huevo cometa membranal, disminucion

35




de dafio a DNA pero no
mejor que usando LDL
de yema de huevo

0,25,50,100,200 | 200 mM tris; 77 mM acido Motilidad, 100 mM de trehalosa Huetal., Animal
mM citrico; 61 mM Fructosa; 20% | integridad mejora motilidad 2008 Reproduction
yema de huevo acrosomal, integridad membranal y Science
HOST+y CTC acrosomal y reduccion de 112: (1-2); 107-
la criocapacitacion 118
Macacos Comparan contra CZB, ICSI Mismos resultados en Sanchez- 10 Congreso
0 almacenaje de 1 mes , a produccion de embriones | Partida Mundial de
K3} rhesus . . ,
8 temperatura ambiente , (semen que con semen fresco en | (Australia) espermatologia
=3 liofilizado) ICSI 2006 Madrid 2006
% Ostiones | 750mM DMSO 5.5% Determinaron Los niveles de obtencion | Smith 10 Congreso
= niveles de fueron los adecuados 2006 Mundial de
© espermatozoides | para producir desarrollo espermatologia
obtenidos de larvas. (New Zeland) Madrid 2006
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2.7 Las pruebas dinamico-fisioldgicas de evaluacion espermatica como

herramientas para la prediccion de la fertilidad del semen descongelado

Por otra parte, el poder predecir la capacidad fertilizante del semen es de gran
importancia econdmica para los hatos porcinos que utilizan semen criopreservado, sobre
todo si se toma en consideracion que los resultados de fertilidad obtenidos por su aplicacion
no han sido satisfactorios [Johnson et al., 1981; Holt, 2000a ,2000b; Curry, 2000; Batellier
et al., 2001; Stornelli et al., 2005]. En la actualidad, los métodos de rutina para llevar a
cabo la evaluacion seminal como la concentracion de cé€lulas, la motilidad progresiva, el
porcentaje de células vivas y la integridad acrosomal no son del todo confiables para
predecir la capacidad fertilizante de los espermatozoides al descongelado, ya que la
informacion que brindan solo se refiere a calidad seminal por lo que detectan solo las
muestras mas afectadas [Martinez et al., 1993; Petrunkina et al., 2007], de ahi la necesidad
de utilizar otras pruebas que permitan ampliar el criterio para predecir de manera mas
acertada la capacidad fertilizante del semen descongelado.

La prueba rapida de termo resistencia (sSTMT), modificada por Fiser et al. [1991], valora
la viabilidad del semen descongelado con base al dafio latente que no se hace patente
inmediatamente después de la descongelacion, pero si durante cierto periodo de incubacion
a una temperatura constante (42°C). Uno de los cambios que se puede presentar es la
disminucion del porcentaje de motilidad, el cual ha sido atribuido a la liberacion de una
amino oxidasa que posee un efecto toxico sobre el espermatozoide. La integridad
acrosomal también puede verse deteriorada por la incubacidén; en parte por los
espermatozoides que lleven a cabo la reaccion acrosomal normal y en parte por los que
sufran la pérdida anormal del acrosoma por daino membranal [Fiser et al., 1991]. Se ha
sefialado que la duracién de la motilidad posterior a la incubacion es un indicativo del
tiempo que el espermatozoide sobrevivira en el tracto reproductivo de la hembra y tolerara
el proceso de capacitacion.

La prueba hipo osmotica (HOST) es otro ensayo sencillo que valora la funcionalidad e
integridad estructural de la membrana del flagelo espermatico y su uso permite ampliar la

valoracion de la calidad espermatica, ademas de que se ha encontrado una alta correlacion

37



entre los resultados de esta prueba y los porcentajes de penetracion in vitro [Pérez-Llano et
al.,2001].

Por su parte el ensayo de penetracion homologa in vitro (hIVP), permite la interaccion
de ambos gametos de la misma especie, lo que brinda informacion que no aportan
fertilizaciones in vitro heterdlogas. Por otra parte se ha comprobado que la hIVP presenta
alta correlacion con las pruebas de fertilidad in vivo, lo que la convierte en una prueba muy
practica para predecir la fertilidad de eyaculados descongelados [Matas et al., 1993;

Martinez et al., 1993,1998].
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2.8 Hipotesis

Si la adicion de trehalosa a los diluyentes de criopreservacion de diferentes especies han
mejorado la viabilidad e integridad espermatica y que su inclusion en un diluyente de larga
duracion mejoro la fertilidad del semen porcino, por lo tanto su utilizacién en un medio de
crid preservacion para semen de cerdo, podria favorecer la integridad, viabilidad y

capacidad fecundante del espermatozoide porcino.

2.9 Objetivos generales
*  Valorar el efecto crioprotector de la trehalosa sobre los espermatozoides de
cerdo, comparandolo con la proteccion conferida con diluyentes de congelacion
convencionales.
*  Mantener la integridad y viabilidad espermatica del espermatozoide porcino

descongelado, favoreciendo su capacidad fecundante.

2.10 Objetivos especificos
* Determinar la concentracion molar de trehalosa que favorezca la

criopreservacion del espermatozoide porcino.

* Valorar la proteccion conferida por la trehalosa sobre la integridad de la
membrana, la integridad acrosomal, el porcentaje de viabilidad, el porcentaje de
motilidad progresiva y el tipo de movimiento presentados por el espermatozoide

de cerdo al descongelado

* Valorar la respuesta del espermatozoide de cerdo cridpreservados en

trehalosa a las pruebas hiposmética (HOST) y de termoresistencia (STMT).
e Valorar la capacidad fertilizante de los espermatozoides de cerdo

cridopreservados en trehalosa por medio de los porcentajes obtenidos en la prueba

de penetracion homologa in vitro (hIVP).
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3 Material y Métodos

El proyecto se realiz6 en cuatro etapas progresivas que se describen de manera general a
continuacion, posteriormente se detallan los experimentos realizados en cada etapa.

Etapa 1.- Formulacion y seleccion de los diluyentes.
En esta etapa se formularon los diversos diluyentes experimentales que se utilizaron
durante los experimentos. Su disefio se baso en el efecto de sus diferentes constituyentes
sobre la viabilidad, la motilidad, la funcionalidad membranal y la integridad acrosomal, de
los espermatozoides criopreservados. Para valorar dicho efecto se realizd6 un primer
experimento para determinar la concentracion molar de trehalosa mas adecuada para
continuar con el protocolo. En el segundo experimento se valoro el efecto de la
concentracion de glicerol y el efecto de la adicion de KCI. Una vez formulada se verifico la
molaridad y el pH de todos los medios elaborados. Asimismo se monitore6 la curva de
enfriamiento y se valord el efecto de las temperaturas de congelacion y descongelacion
sobre la motilidad espermatica.

Etapa 2.-Valoracion de la integridad celular (efecto crioprotector conferido por la
trehalosa).

En la segunda etapa se valord la crioproteccion ofrecida por los medios de congelacion
sobre la integridad y funcionalidad espermatica mediante los siguientes ensayos:
a) Valoracién del porcentaje de la motilidad progresiva y el tipo de movimiento
(vigor) por observacion directa al microscopio optico.
b) Porcentaje de viabilidad espermatica por tincion vital eosina-nigrosina.
c) Integridad del acrosoma por prueba de azul brillante de Coomassie

Etapa 3.- Estimacion del potencial fertilizante por pruebas dinamicas de respuesta
fisiologica

En esta etapa se estimo el potencial fertilizante de los espermatozoides criopreservados
en los diferentes diluyentes, por medio de las siguientes pruebas:
a) Test corto de termoresistencia

b) Prueba dual de respuesta hiposmética/ integridad acrosomal
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Etapa4.- Comprobacion y comparacion in vitro de la capacidad fertilizante de
espermatozoides descongelados, por pruebas de penetracion homologa.
En esta etapa se realizaron los siguientes ensayos:
a)  Maduracion in vitro de ovocitos de cerda
b)  Enriquecimiento de la muestra espermatica por columnas de sephadex
c) Capacitacion de espermatozoides

d)  Prueba de penetracion homologa in vitro

3.1 Métodos generales de coleccion del eyaculado y congelacion de la muestra

(utilizados en todas las etapas del proyecto).

3.1.1 Coleccion de semen y contraste seminal

Se obtuvieron eyaculados de cuatro sementales maduros, pertenecientes al Centro de
Ensefanza, Investigacion y Extension de Produccion Porcina (CEIEPP) de la FMVZ de la
UNAM. Los eyaculados se recolectaron por medio de la técnica de la mano enguantada,
colectando unicamente la fraccion rica en espermatozoides, la cual se filtrd a través de
doble gasa estéril. El volumen se determino con base al peso del eyaculado (1kg = 11t). La
concentracion espermatica se calculd por conteo en hematocitdmetro (cdmara de
Neubauer), utilizando un factor de dilucion 21 (25 pl de semen diluido en 500 pl de

solucion salina adicionada con formol al 0.4%) y aplicando la siguiente formula:

No. de espermatozoides contados x 21 x 10,000 x 5 = concentracion de espermatozoides por ml.

La determinacion del nimero de morfoanomalias se realizd de manera simultdnea
durante el conteo en el hematocitdmetro. La motilidad se evalu6 por observacion directa al
microscopio optico, realizandola siempre el mismo evaluador, para disminuir la valoracion
subjetiva de la misma. Como norma los eyaculados con menos del 85% de motilidad o mas
del 15% de morfoanomalias no fueron incluidos en el experimento, sin embargo no fue
necesario aplicar esto. Los eyaculados se diluyeron 1:1 (vol:vol) en medio Betsville

Thawing Solution (BTS) para su transporte al laboratorio, que se realizd en caja de
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poliuretano atemperada. La temperatura se mantuvo por medio de bolsas de gel calentadas

en bafio maria.

3.1.2 Método de congelacion

Se siguio el protocolo a dos tiempos (refrigeracion y glicerolizacidon), propuesto por
Westendorf et al., [1975] y modificado por Cordova et al., [2001]. El semen diluido 1:1 en
BTS a 37°C, alcanzo los 23°C durante el trayecto de transporte. En el laboratorio se retird
el diluyente y el plasma seminal por centrifugacion (800gx 10min), posteriormente se
reconstituyd agregando la mitad del volumen final del diluyente de congelacion (fraccion
A libre de glicerol, etapa de refrigeracion), ajustando la concentracion espermatica a 600 x
10° espermatozoides por mililitro, manteniéndolo por una hora y media a 16°C para su
estabilizacion.

Las muestras estabilizadas a 16°C se colocaron en refrigeracion (4°C) por 2 hrs.
Posteriormente se les agregd la segunda mitad del diluyente (fraccion B, etapa de
glicerolizacion). La fraccion B se introdujo en el refrigerador al mismo tiempo que las
muestras diluidas en la fraccion A del diluyente con el fin de que se encontrara a la misma
temperatura al momento de su adicion. La fraccion B se elabord con el total del glicerol
para alcanzar la concentracion final deseada y fue agregada de forma gradual en cuatro
tiempos (5, 10, 15 y 20% del volumen total de esta fraccion), con intervalos de 10 minutos
entre cada adicion (con el fin de disminuir el estrés osmotico atribuido a la adicion del
glicerol). Como ultimo paso se almacend en pajillas de 0.5 ml. La concentracion
espermética final fue de 300x10° espermatozoides por pajilla. Cada pajilla fue sellada con
alcohol polivinilico, después de lo cual se expusieron a vapores de nitrégeno (-130 a
-150°C) durante 20 min. Para su exposicion a los vapores se utilizd una caja de poliuretano
y se dejo una distancia de 18 a 20 cm sobre el espejo liquido del nitrogeno, colocando las
pajillas sobre una gradilla de metal para tubos de ensaye. Posteriormente fueron
almacenados en tanque de nitrogeno liquido (-196°C). El proceso de glicerolizacion y el

envasado, se llevo a cabo en cdmara de refrigeracion a una temperatura de 4°C.
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3.2 Formulacion y seleccion de los diluyentes

Se utilizd6 20% de yema de huevo de gallina, como base para la diluciéon. La
metodologia de obtencion fue retirando la clara y las chalazas de manera manual. La yema
de huevo se adiciono6 con los aztcares en las proporciones adecuadas para cada diluyente
experimental, esta dilucion fue separada en dos fracciones, la fraccion A o de congelacion
(sin adicion de glicerol) y la fraccion B o de glicerolizacion (con la concentracion total de
glicerol requerida para cada diluyente experimental). Ambas fracciones se centrifugaron
por separado a 800g x 10 min, con el fin de recuperar el sobrenadante y descartar la mayor
cantidad de lipoproteinas de alta densidad presentes en la pastilla.

Todos los diluyentes fueron adicionados con 100 pg/ml de Gentamicina y monitoreados
con potenciémetro (pH 510 meter, OAKTON®), para estandarizar su pH dentro de un
rango de 6.8 a 7.2.

El diluyente control (G4) con el que se compararon todos los diluyentes experimentales
en las diversas fases y etapas experimentales, se elabord con 20% yema de huevo, 4%
glicerol, 230.8 mM de dextrosa y agua bidestilada c.b.p el volumen final.

Los diluyentes experimentales se fueron disefiando de manera progresiva de acuerdo
con la etapa del proyecto en proceso. La formulacion de cada uno de los diluyentes
experimentales se especifica por etapa en las Tablas 2 y 3. Todos los medios fueron
llevados a un pH entre 6.8 a 7.2. Para la medicion de la osmolaridad de cada uno de los
medios, se utilizo un osmometro de depresion del punto de congelacion (modelo 5002
OSMETTE A, Precision System Inc., Natick, Mass). La lectura de la osmolaridad se
efectlio en ausencia de glicerol reemplazdndolo con agua para obtener el volumen final
correcto, con la intencion de obtener la medida de la contribucion osmética brindada por

los solutos no permeables (Hu ef al., 2008).

3.2.1 Determinacion de la concentracion molar de la trehalosa

Con el fin de determinar la concentraciéon molar mas adecuada a utilizar en todas las
etapas del proyecto se elaboraron 5 diluyentes experimentales con base a 20% de yema de
huevo adicionada con 100, 150, 250, 300 y 500 mM de trehalosa, estos diluyentes se
denominaron T100, T150, T250, T300 y T500 en base a su formulacion. En estos
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diluyentes experimentales se suprimieron el glicerol y la dextrosa con el fin de evaluar la
motilidad al descongelado de espermatozoides criopreservados en cada uno de estos

diluyentes (Tabla 2).

Tabla 2: Formulacion de diluyentes para determinacion de concentracion de trehalosa
en base a motilidad espermatica (fase 1).
Nombre del diluyente

en base a concentracion

mM de trehalosa T1 T150 T250 T300 T500
Yema de huevo (20%) (ml) 2 2 2 2 2
Agua desionizada (ml) 7.9 7.9 7.9 7.9 7.9
Gentamicina (ml) 10 10 10 10 10
Trehalosa (g) 0.3 0.567 0.945 1.135 1.891
Volumen total (ml) 10 10 10 10 10

Para la evaluacion se congelaron 2 eyaculados de cada uno de cuatro sementales (8
eyaculados en total). Se congelaron 20 pajillas de cada eyaculado en cada uno de los
medios experimentales, utilizando el método anteriormente descrito (punto 3.2.1).

Transcurridos 15 dias de almacenaje se descongelaron 2 pajillas por cada uno de los
eyaculados y tratamientos; la descongelacion se llevo a cabo utilizando bafio maria a 37°C
por 30 segundos. El contenido de las pajillas descongeladas se coloco en tubos de ensaye
atemperado, que luego se adicionaron con diluyente BTS 1:6 v/v, manteniéndolos a 37°C
por diez minutos para su estabilizacion. La evaluacién del porcentaje de motilidad al
descongelado se realizo siempre por el mismo evaluador por observacion directa al

microscopio optico.

3.2.2 Efecto de la concentracion de glicerol.
El segundo experimento se realizo con la finalidad de determinar la concentracion
minima de glicerol que permitiera una motilidad aceptable, en un medio adicionado con

trehalosa, por lo cual el diluyente T250 fue suplementado con diferentes concentraciones
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finales de glicerol: 0.5, 1, y 2 % (Tabla 3). La disminucidn del porcentaje de glicerol tuvo a

su vez la intencion de reducir el potencial toxico de este crioprotector permeable.

Tabla 3: Formulacion para valorar el efecto de concentraciones de glicerol.

% de Glicerol 4 2 1 0,50 0
20% Yema de huevo (ml) 2.0 2.0 2.0 2.0 0
Glicerol (ml) 0.4 0.2 0.11 0.5 0
Trehalosa 250mM 0.945 0.945 0.945 0.945 0.945
agua bidest. (cbp 10ml) 7.6 7.8 7.9 8 10
Gentamicina (100 mg/1t) ( ul) 10 10 10 10 10

Para la evaluacion se congelaron 2 eyaculados de cada uno de tres sementales (6
eyaculados en total). Se congelaron 20 pajillas de cada eyaculado en cada uno de los
medios experimentales, utilizando el método anteriormente descrito (punto 3.2.1).

Transcurridos 15 dias de almacenaje se descongelaron 3 pajillas por cada uno de los
eyaculados y para cada uno de los cinco tratamientos; la descongelacion se llevd a cabo
utilizando bafio maria a 37°C por 30 segundos. El contenido de las pajillas descongeladas
se coloco en tubos de ensaye atemperado, que luego se adicionaron con diluyente BTS 1:6
v/v, manteniéndolos a 37°C por diez minutos para su estabilizacion.

Para la evaluacion de viabilidad en este experimento y tomando en consideracion que la
valoracion era el efecto de la concentracion del glicerol en el medio se optd por la prueba
de triple tincion propuesta por Talbot y Chacon (1981), ya que existen reportes de que la
utilizacion de glicerol, al ser un crioprotector permeable, puede interferir con la prueba
vital de exclusion eosina-nigrosina y su interpretacion para el porcentaje de viabilidad.

Para realizar la triple tincion, se tomaron alicuotas de 35 x10° espermatozoides /ml de
cada una de las pajillas descongeladas y se lavaron por centrifugacion a 800 x g 10 min,
desechando el sobrenadante para retirar el diluyente de congelacion (yema de huevo),
recuperando la pastilla y se reconstituyendo en PBS (3 lavados). De las muestras
reconstituidas se tomaron 100 pl de cada muestra y se colocaron en tubos de ensaye
atemperados, agregando 100 pl de azul de tripano al 2% en PBS, incubando a 37 °C

durante 15 minutos. Después se lavo por centrifugacion 800xg 10min reconstituyendo en
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PBS, para retirar el exceso de colorante. El ultimo lavado se reconstituyd en un volumen de
0.5 ml y se fij6 con 0.5 ml glutaraldehido al 3% en buffer de cacodilatos 0.1 M (1.07 g de
acido cacodilico en 50 ml de agua bidestilada) a pH de 7.4, por una hora a 4°C. El fijador
se retird por centrifugacion 800xg 10 minutos (2 lavados), resuspendiendo en PBS y
tomando la muestra para preparar frotis secado al aire. Posteriormente el frotis se tifid por
inmersion en Café Bismarck al 0.8% (en agua desionizada, acidificada a pH 1.8 con HCI 2
N), a 37 °C durante 50 minutos. Se enjuagd con agua bidestilada para retirar exceso de
colorante y se seco al aire. Inmediatamente se procedio a teiiir por inmersién con Rosa de
Bengala al 0.8% (buffer Tris 0.1 M acidificado a pH 5.3), a temperatura ambiente por 30
minutos. Se volvio6 a enjuagar con agua bidestilada para retirar exceso de colorante (rosa de
bengala) y se seco al aire. Para clarificar los patrones de tincion se paso por bateria de
alcoholes 100%, 90 % y 100%, entrada por salida y se deja secar al aire. Por ultimo se

montaron con resina y cubreobjetos, para su evaluacion al microscopio optico.

Figura 3 Imagenes de espermatozoides descongelados evaluados con triple tincion:
a) espermatozoides vivos sin acrosoma; b) espermatozoide vivo con acrosoma;

¢) espermatozoide muerto sin acrosoma; d) espermatozoide muerto con acrosoma;

e) espermatozoides no contabilizados por presentar acrosomas no integros o coloracion
de dificil interpretacion. (100x). Gutiérrez-Pérez 2009.
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La interpretacién de la prueba se basé en la coloracion adquirida (Talbot y Chacon,
1981): Cabeza blanca-azul o café grisaceo traslucido: espermatozoides muertos sin
acrosoma; Cabeza rosa-café oscuro o azulado: espermatozoides muertos con acrosoma
intacto; Cabeza rosa-café muy claro: espermatozoides vivos con acrosoma intacto; Cabeza

blanca-café muy claro: espermatozoides vivos con reaccion acrosomal (Figura 3).

3.2.3 Efecto de la adicion de cloruro de potasio (KCl).

Con el fin de mejorar la motilidad observada al descongelado se experimento con el
efecto que la adicion de KCl al diluyente T250 adicionado con 1% de glicerol, con el
objeto de favorecer los mecanismos de regulacion osmotica del espermatozoide ya que el
KCl tiene la capacidad de ser una fuente de ion cloruro, funcionando como un restaurador
biologico de electrolitos. Se eligi6 este ion porque Revell y Glossop [1989] en la
formulacion de su diluyente de larga duracion para preservacion de semen de cerdo a
16°C°, reportan que la combinacion de 3.3 mM de KCI con trehalosa favorece la
estabilidad acrosomal de manera significativa; de ahi que en el presente estudio se decidio
valorar el efecto de la adicion del cloruro de potasio (KCl) sobre los porcentajes de
viabilidad y motilidad de los espermatozoides descongelados.

Para la valoracion del efecto de la inclusion de este ion sobre la motilidad espermatica,
se elabord un nuevo diluyente adicionado con 3.3 mM de KCl (0O.25grs/lt), que se
comparo con el diluyente G4 y el diluyente T1. En este experimento se congelaron 2
eyaculados de cada uno de tres sementales (6 eyaculados en total). Se congelaron 20
pajillas de cada eyaculado en cada uno de los medios experimentales, utilizando el método
anteriormente descrito (punto 3.2.1).

Transcurridos 15 dias de almacenaje se descongelaron 2 pajillas por cada uno de los
eyaculados y cada uno de los tres tratamientos; la descongelacion se llevo a cabo utilizando
bafio maria a 37°C por 30 segundos. El contenido de las pajillas descongeladas se coloco
en tubos de ensaye atemperado, que luego se adicionaron con diluyente BTS 1:6 v/v,
manteniéndolos a 37°C por diez minutos para su estabilizacion. La evaluacion del
porcentaje de motilidad al descongelado fue realizada por observacion directa al

microscopio Optico y la viabilidad se valoro por medio de la prueba de eosina-nigrosina.
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3.24 Monitoreo de la curva de enfriamiento y temperatura Optima de
descongelacion

La curva de enfriamiento fue monitoreada tomando lecturas del descenso de
temperatura cada 10 minutos mediante la inmersion en los medios de dilucion de
termocoples conectados a un termémetro dual digital (marca Lutron, modelo TM-916).
Estas lecturas se efectuaron durante el proceso de congelacion desde los 22°C (temperatura
ambiente) hasta los 4°C.

Buscando mejorar el porcentaje de motilidad progresiva se realizo un experimento para
determinar la temperatura de descongelacion Optima para nuestro disefio experimental.
Después de un minimo de 15 dias de criopreservacion en nitrégeno liquido, se tomaron 4
pajillas seleccionadas azahar de 3 eyaculados congelados en los medios G4, T1 y T0.5, y
se descongelaron por inmersion en bafio Maria bajo dos protocolos con diferentes
temperaturas de descongelacion. 2 pajillas de cada muestra se descongelaron a una
temperatura de 56 °© C por 12 seg (protocolo de rutina utilizado en este laboratorio).
Simultaneamente, oras 2 pajillas de cada una de las muestras se descongelaron a una
temperatura de 37°C por 30 segundos [Bwanga et al., 1990]. Inmediatamente después, la
temperatura alcanzada en el interior de la pajilla al descongelado se monitoreé con
filamentos termocoples introducidos en las mismas y conectados al termdmetro dual digital
(TM-916). Después de descongelado el contenido de las pajillas se colocod en tubos de
ensaye atemperados, que se adicionaron con el diluyente de descongelacion BTS 1:6 v/v y
se mantuvo a 37°C por diez minutos para su estabilizacion antes de evaluar el porcentaje
de motilidad para valorar el efecto de la temperatura al descongelado.

De aqui en adelante todas las muestras requeridas para cada experimento se
descongelaron en bafio maria a 37°C por 30 segundos adicionando diluyente BTS volumen

1:6 y manteniéndolos a 38°C hasta su utilizacion.
3.3 Valoracion de la integridad celular

En la segunda etapa se comparo la crioproteccion ofrecida por los medios T1, T0.5 y

G4 sobre la integridad celular de los espermatozoides cridpreservados en estos medios.
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Con el fin de confirmar que la crioproteccion observada fuera efecto de la adicion de
trehalosa y no de la baja concentracion de glicerol utilizada, se elabor6 un cuarto diluyente
experimental con una concentracion final del 1% de glicerol pero libre de trehalosa, que se
denomino G1 (Tablas 5, 6 y 7).

Para la valoracion se congelaron 4 eyaculados de cada uno de cuatro sementales (16
eyaculados en total). Se congelaron 20 pajillas de cada eyaculado en cada uno de los
medios experimentales, utilizando el método anteriormente descrito (punto 3.2.1).

Transcurridos 15 dias de almacenaje se descongelaron 2 pajillas por cada uno de los
eyaculados y tratamientos; la descongelacion se llevo a cabo utilizando baio maria a 37°C
por 30 segundos. El contenido de las pajillas descongeladas se coloco en tubos de ensaye
atemperado, que luego se adicionaron con diluyente BTS 1:6 v/v, manteniéndolos a 37°C
por diez minutos para su estabilizacion y posteriormente fueron analizados con los ensayos

descritos a continuacion.

3.3.1 Motilidad progresiva y tipo de movimiento (vigor o rango cinético).

Para la valoracion del porcentaje de motilidad y el tipo de movimiento, se tomaron
alicuotas con una concentracion de 35 x10° espermatozoides /ml de cada una de las
muestras descongeladas. La determinacion del porcentaje de motilidad progresiva se
realiz6 por observacion directa en microscopio Optico, ésta valoracion es subjetiva por lo
que todas las observaciones fueron realizadas por el mismo evaluador para minimizar el
sesgo.

El tipo de movimiento (vigor o rango cinético) es una medida de la calidad del
movimiento exhibido por los espermatozoides motiles, la valoracion se realizé en base a
una escala cualitativa del 0 al 5, de donde 5 representd espermatozoides con movimientos
progresivos, vigorosos y muy rapidos que atraviesan el campo de vision, 4 son
espermatozoides con movimientos rapidos, 3 son espermatozoides con movimientos
progresivos lentos y sinuosos, 2 son espermatozoides con movimientos anormales y
algunos progresivos, 1 son espermatozoides sin movimiento progresivo girando sobre si

mismos y 0 sin movimiento [Fiser et al., 1991].
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3.3.2 Porcentaje de viabilidad espermatica por tincion vital eosina-nigrosina.

La viabilidad (VD) al descongelado se valoré mediante la técnica de eosina nigrosina (E-
N), descrita por Dott y Foster, [1972] y modificada por Bamba K [1988], para ello fue
necesario que las muestras de los espermatozoides descongelados se lavaron por
centrifugacion (800xg 10 min), para retirar el diluyente sobrenadante y resuspender la
pastilla en el medio minimo de cultivo propuesto por Rogers y Yanagimachi [1975]
(105.08 mM NacCl, 25.07 mM NaHCOs, 1.71 mM CaCl,, 0.25mM Piruvato de Na, 20.0
mM Lactato de Na, pH 7.4). Posteriormente se diluyeron 1:8 con la tincidon eosina-
nigrosina (eosina amarilla 0.67grs., nigrosina Sgrs, glucosa 5% 40ml, agua desionizada
c.b.p. 100 ml) atemperada a 37°C durante 5 minutos. Transcurrido este tiempo se
elaboraron frotis en portaobjetos atemperados a 37°C, se dejaron secar al aire y se montaron
con resina y cubreobjetos para el conteo posterior de 200 células, diferenciando entre vivos

(no tefiidos) y muertos (parcial o totalmente tefiidos).

3.3.3 Prueba de integridad acrosomal por tincion con el azul brillante de
Coomassie (BBC)

Veinte microlitros de las muestras descongeladas, de las estabilizadas a 37°C por diez
minutos y de las incubadas para la prueba de sSTMT fueron tomados y se adicionaron con
20 pl de solucion de paraformaldehido al 4 % (en agua desionizada, pH 7.4), y se
incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente. El paraformaldehido se retird6 por
centrifugacion (800xg 10 min), reconstituyendo la muestra en PBS y lavada dos veces mas
para reconstituirla en el volumen inicial en cloruro de amonio 50 mM en PBS. Se realizaron
frotis sobre portaobjetos desengrasados y se dejaron secar al aire. Los frotis se sumergieron
en solucion de azul de Coomassie (azul de Coomassie Blue G -250 de Fisher Scientific al
0.22 %, Metanol 50%, Ac. Acéticol0 %, agua bidestilada c.b.p.), por dos minutos. Los
frotis fueron retirados y lavados utilizando agua bidestilada para remover el exceso de
colorante. Los frotis se secaron al aire por segunda vez, se montaron con resina y se
observaron al microscopio Optico con objetivo de inmersion (100x). Se contaron un minimo
de 10 campos por muestra con un nimero no menor a 100 células. Se interpreto la

integridad acrosomal como: integra (acrosoma bien definidos e intensamente tefiidos),
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danada (acrosoma difusamente tefiido, con pérdida de continuidad y/o pérdida de material)

y ausente (ausencia definitiva de acrosoma).

3.3.4 Comprobacion de integridad membranal por microscopia electronica de
transmision.

Al descongelado se tomaron alicuotas con una concentracién de 35x10°
espermatozoides/ml de cada una de las pajillas descongeladas y se reconstituyeron en BTS
adicionado con un 20% de diluyente de congelacion que se estabilizaron por 10 min a
37°C. Pasado este tiempo las muestras se lavaron 2 veces por centrifugacion (800g x 10
min) reconstituyendo en PBS y se fijaron con solucion de Karnovsky (glutaraldehido al
25% 2.6ml; paraformaldehido al 10% 11.2ml; PBS 26 ml; agua bidestilada 13.2 ml), v/v
por 2hrs. El exceso de fijador se retird por centrifugacion (800xg 10min) reconstituyendo
en PBS (2 lavados). La postfijacion se realizd con OsO4 x 2 hrs que se retird por
centrifugacion (800xg 10 min) reconstituyendo en PBS (2 lavados). Posteriormente se
procedié a deshidratacion progresiva en alcoholes: alcohol 30% (15 min), alcohol 50%
(15 min), alcohol 70% (15 min); alcohol 90% (15 min); alcohol 100% (20 min); alcohol
100% (20 min), para después infiltrar con alcohol /resina (3:1) 20min; alcohol /resina (1:1)
20 min y alcohol / resina (1:3) 20 min. Posteriormente se cambiaron a resina pura 2 hrs y
resina pura 1 hr, para después pasar a la confeccion de bloques y polimerizacion a 60°C x
36 hrs. La evaluacion de los cortes finos se realizé utilizando el microscopio de transmision

Zeiss M9 de la unidad de microscopia electronica de la FMVZ-UNAM.

3.4 Estimacion del potencial fertilizante por pruebas dinamicas de respuesta
fisioldgica.

Para la realizacion de esta etapa se decidi6 utilizar 2 machos previamente probados en
nuestro laboratorio como congeladores aceptables (en base a los parametros espermaticos
obtenidos al descongelado), optando por hacer tres repeticiones de un solo eyaculado en
todos los experimentos y valoraciones, con el fin de disminuir la variabilidad reportada en

la eficiencia de la fertilizacién in vitro (IVF), que se atribuye a las caracteristicas
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espermaticas individuales que se presentan entre machos y aun entre eyaculados del mismo
macho (Gil et al., 2008).

Los tratamientos a probar fueron el diluyente T1 (20% yema de huevo, 1% glicerol,
250 mM de trehalosa y agua bidestilada c.b.p.) contra el diluyente G4 (20% yema de
huevo, 3% glicerol, 230.8 mM dextrosa y agua bidestilada c.b.p).

3.4.1 Prueba corta de termoresistencia (sSTMT).

Para la realizacion de esta pruecba se tomaron alicuotas de 35x10° espermatozoides
descongelados/ml y se diluyeron con 8§ ml de BTS atemperado a 37°C y adicionado con un
20% de diluyente de congelacion y se estabilizaron por 10 min. Una vez estabilizados se les
determin6 el porcentaje de motilidad progresiva por medio de observacién directa al
microscopio Optico a 40x, también se elabor6 un frotis control donde se valor6o la
integridad del acrosoma por medio de BBC. Por otra parte se evalud el tipo de movimiento
(vigor o rango cinético) con el mismo criterio descrito en el punto 2.4.2. Posteriormente la
temperatura de las muestras se llevo a 42°C y se incubaron por 45 minutos; transcurrido
¢éste tiempo se elaboraron frotis para el conteo de integridad acrosomal por la prueba BBC
e inmediatamente se valoraron el porcentaje de motilidad progresiva y el tipo de
movimiento post estrés térmico para su comparacion con los resultados obtenidos

inmediatamente después de la descongelacion (Fiser et al., 1991).

3.4.2 Prueba dual de resistencia hipo osmotica/ azul brillante de Coomassie
(HOST/BBC).

Alicuotas (35x10° espermatozoides/ml) lavadas por centrifugacion (800xg 10 min) se
reconstituyeron en PBS para retirar el diluyente. Se obtuvo una muestra de 30 pl de semen
a la cual se adiciond 300 ul de una solucion de 100 mOsM (solucion hiposmotica: 4.9 g de
citrato de Na, 9 g de fructosa por litro de agua destilada), con el objeto de wvalorar la
integridad funcional de la membrana espermatica en base al nimero de colas enrolladas.
Para lo cual se tomd una gota al momento de la dilucion para hacer un frotis testigo y el
resto de la muestra se incub6 por 60 min a 38°C [Bucket et al., 1997]. Pasado el tiempo de

incubacion se fijaron en paraformaldehido al 4% v/v por 10 minutos a temperatura
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ambiente. Se retird el fijador lavando dos veces por centrifugacion y reconstituyendo en
cloruro de amonio (50 mM en PBS) para después realizar frotis que se dejaron secar al aire
y tefiirlos con la técnica BBC (ver punto 2.2.4). Unas vez secas se montaron con resina y
cubreobjetos para posterior conteo de 200 células por laminilla con objetivo de inmersion
en microscopio optico.

La combinacion de la prueba HOST vy la tincion BBC se realizé buscando una mejor
interpretacion, de los resultados al aportar informacion sobre estado funcional de la
membrana plasmatica e integridad acrosomal. Para la interpretacion de la prueba HOST se
consider6 como positivos a los espermatozoides que presentaron flagelos doblados,
enrollados, en ovillo y en latigo. La BBC tuvo la misma interpretacion descrita en el punto
2.2.4. Con anterioridad a la prueba HOST, se realizd un frotis control inmediatamente
después del descongelado que también se tifio con BBC, para restar la diferencia entre los
espermatozoides con colas enrolladas, en latigo y en ovillo provocadas por el estrés
osmotico propio de la congelacion y la reaccidon acrosomal inducida por el proceso. El
reporte de los porcentajes presentados en los resultados es la diferencia entre estas dos
lecturas, que son los espermatozoides HOST+ con acrosoma integro, resultantes de la

prueba (Figura 4).
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Figura 4 Interpretacion de la prueba HOST/BBC: a) campo de espermatozoides Host/BBC 40x, los
espermatozoides con el flagelo enrollado son considerados positivos (HOST+), aquellos con la zona apical
intensamente tefiida de azul presentan acrosoma integro (Al) y aquellos que presentan la cabeza sin tefiir
han sufrido reaccion acrosomal. b) y ¢) acercamiento de espermatozoides HOST + Al (acrosoma integro),
noétese la curvatura del flagelo. d) acercamiento de una cabeza espermatica sin acrosoma; ¢) acercamiento
de una cabeza sufriendo reaccion acrosomal; f) acercamiento de una cabeza espermatica con acrosoma
integro. Gutiérrez-Pérez 2009

3.5 Comprobacion y comparacion in vitro de la capacidad fertilizante de

espermatozoides descongelados, por pruebas de penetracion homoéloga

3.5.1 Maduracion de ovocitos.

Para la maduracion de ovocitos in vitro (MIV), se recolectaron ovarios de cerdas recién
sacrificadas en el rastro y se trasladaron en solucion salina estéril a 37°C (1 hora de
trayecto), al llegar al laboratorio se lavaron los ovarios con solucion salina estéril
atemperada a 37°C. Los ovocitos se obtuvieron por puncion de los foliculos con didmetro
mayor a 3 mm utilizando una jeringa estéril. El liquido folicular recolectado se deposit6 en
un tubo de pléstico de fondo coénico para permitir la sedimentacion de los ovocitos y

facilitar su recoleccion. Los ovocitos se evaluaron al microscopio estereoscopico invertido
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(Figura 5a) y se recolectaron los que mostraron una capa de células foliculares compactas
(Figura 5¢), que se denominaron complejo cumulo-ovocito (COC’s). De 20 a 30 COC'’s
fueron colocados en gotas de 200 pl de medio de maduracion suplementado con hormonas
(2.5 mM de Hepes, 100 pg/ml de cisteina, 0.91 mM de piruvatode Na, SmM de dextrosa,
50 pg/ml de gentamicina, 10% de fluido folicular porcino, 10% de suero bovino neonato,
50 Ul de FSH, 50 Ul de LH, TCM 199 c.b.p.).

Las gotas previamente colocadas en cajas de petri estériles y cubiertas con aceite mineral
prelavado en solucion salina fueron incubadas con los ovocitos en atmoésfera humeda con
5% de CO2 a 37°C por 22 hrs, al término de las cuales los COC’s fueron trasladados a
medio de maduracién libre de hormonas por otras 22 hrs. Los ovocitos maduros se
seleccionaron en base a su integridad, presencia de células de la granulosa semiexpandidas,

zona pelucida nitida y/o presencia de cuerpo polar (meiosis I) (Figura 5d).

3.5.2 Verificacion de la madurez por microscopia electronica de transmision
(presencia de granulos corticales periféricos).

Para verificar la madurez de los ovocitos y disminuir la subjetividad de la evaluacion, 2
muestras se procesaron para microscopia electronica (MET), donde 20 ovocitos por
muestra se fijaron en solucion de Karnovsky por 1 hora a 4°C. Se retir6 el exceso de fijador
con pipeta Pasteur y se procedi6 a la postfijacion en OsO4 al 1% por dos horas. Se retird el
exceso de fijador y se lavd con buffer de cacodilatos 0.2M para retirar el exceso de
postfijador y montar en una gota de agarosa de bajo peso molecular al 1%. Después se
procedié a deshidratacion en acoholes: 50% (5min); 60% (5min); 70% (8 min); 80% (15
min); 90% (15 min), 100% (15 min), oxido de propileno (15 min) y se infiltré con oxido de
propileno/resina: 3/1 (20min), 1/1 (20 min). En este paso los ovocitos infiltrados se
colocaron en estufa precalentada a 60°C por 2 min para evaporar el oxido de propileno
sobrante y se centrifugd a 800xg 10 min para sedimentar los ovocitos. Se agregaron dos
cambios de resina pura por 1 hora y se repitié la centrifugacion en ambos pasos. En este
segundo paso los ovocitos se pusieron a polimerizar por 24 hrs a 60°C. La evaluacién de los

cortes se realizd observando la presencia de granulos corticales en la periferia y en contacto
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con la membrana plasmatica del ovocito. Las observaciones se llevaron a cabo utilizando

un microscopio de transmision Zeiss M9.

3.5.3 Enriquecimiento de espermatozoides motiles
Con el fin de incrementar el nimero de los espermatozoides potencialmente
fertilizantes, las pajillas descongeladas se filtraron en columnas de sephadex activado. La
separacion se baso en la técnica descrita por Graham y Graham [1990], con algunas
modificaciones realizadas al protocolo original durante el desarrollo de este proyecto, por
lo cual se presenta a continuacion la metodologia aplicada que ya incluye esas
modificaciones.

La activacion del sephadex se realiz6 agregando un gramo de sephadex G-10 a 16 ml
de citrato de Na al 2.9% (volumen final de 6.25% p/v), se dejo reposar a 4°C x 24 hrs. Al
dia siguiente se elaboraron las columnas colocando una cama de fibra de vidrio a manera de
tapon en la salida de una jeringa de 10 ml para evitar la pérdida del sephadex. Sobre este
soporte se armoé la columna de sephadex de 1.5 cm de espesor. La columna se mantuvo
hidratada con citrato de Na al 2.9%. El paso de los liquidos se control6é por medio de una
llave de dos vias en la punta de la jeringa. La jeringa se mont6 sobre un soporte universal.
Ya montada se lavo el citrato de la columna con el diluyente BTS, atemperado para evitar
choques térmicos en los espermatozoides. La pajilla descongelada se decantd sobre la
columna y ahi se llevoé a un volumen de 3 ml, se dejaron caer las 2 primeras gotas y se
monitoreo la motilidad, recuperando las gotas necesarias para obtener una concentracion
espermética motil de 20x10° espermatozoides por ml (Figura 6b).

Las gotas obtenidas se tifieron con el fluorocromo vital Hoechst 33342 (1 pg/ml del
medio), por 10 minutos a 38 °C. Los espermatozoides tefiidos se centrifugaron a 800xg 10
min para retirar el excedente del fluorocromo y se resuspendieron en Tyrode’s medio
completo (Nacl 116mM, KCI 3.1 mM, MgSO4 0.4mM, Na H2PO4 0.3 mM, CaCl2 4.5
mM, NaHCO3 15 mM, Glucosa 5 mM, Lactato de na 21.7 mM, Piruvato de Na 1M,
HEPES 20 mM, BSA 3 mg/ml, Kanamicina 100 pg/ml, rojo fenol 20 pg/ml ), incubandolos a

38°C por una hora para inducir su capacitacion antes de su interaccion con los ovocitos.
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3.5.4 Prueba de penetracion homologa in vitro

Los ovocitos seleccionados como maduros se incubaron en hialuronidasa (0.1% en TCM
199) por dos minutos para retirar las células del camulo. El excedente de hialuronidasa se
retird con lavados en TCM 199 y se incubaron en naranja de acridina (AO 6pg/ml en TCM
199) con la finalidad de dar una tincidon de contraste a los ovocitos en comparacion con los
espermatozoides y facilitar los conteos de penetracion; los ovocitos se lavaron con TCM
199 para retirar el exceso de colorante. Se colocaron 20 ovocitos por gota 200 ul de medio
NCSU-23 desarrollado por Peters y Wells [1993] (109 mM NaCl; 4.78 mM KCL; 1.19 mM
Mg S047H,0; 1.19 mM KH,PO4; 1.7 mM CaCl,7H;0; 25.7 mM NaCHOs; 5.55 mM
glucosa; 7mM Taurina; 1mM hipotaurina) y se pusieron a interactuar con 40,000
espermatozoides previamente filtrados y tefiidos con el fluorécromo Hoechst 33342 (Figura
Se y 5f). Las gotas previamente cubiertas con aceite mineral se incubaron por 16-18 hrs en
atmoésfera humeda con 5% de CO:2 a 38°C. Finalizado este tiempo por pipeteo se
eliminaron los espermatozoides adheridos débilmente. Los ovocitos fertilizados, se
montaron en una gota de medio Glicerol-PBS (9:1) en portaobjetos desengrasados y se
cubrieron de la luz para su posterior observacion en microscopio de epifluorescencia
(olimpus Bx 51), utilizando filtros de excitacion de 330-380 nm para Hoechst y de 420-490
para AO. La penetracion de la zona pelicida fue dada como positiva cuando las cabezas
espermaticas se veian adheridas al ovocito y ligeramente aumentadas de tamafio o
descondensadas. Todas las observaciones se realizaron en varios planos para descartar
falsos positivos. Para corroborar la penetracion se efectio colocalizacion de las

fluorescencias utilizando microscopia confocal.

3.6 Analisis estadistico

Las medias de los porcentajes de motilidad al descongelado fueron comparadas por
medio de una prueba de ji cuadrada. Las diferencias en los conteos de las tinciones de
viabilidad y BBC, se obtuvieron mediante comparacion entre medias a través de una prueba
de T student. Las diferencias en motilidad, tipo de movimiento e integridad acrosomal
antes/después de la prueba de termorresitencia corta (STMT) se analizaron por medio de la

prueba T pareada. Las diferencias de estos mismos pardmetros entre tratamientos (G4 vs.
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T1) se analizaron por medio de la prueba de Mann-Whitney. Las diferencias entre
viabilidad, integridad acrosomal, células HOST + y numero de espermatozoides por
ovocito se analizaron por medio de la prueba exacta de Fisher. La correlacion existente
entre viabilidad y células HOST + se establecid por medio de una prueba de Pearson. Las
diferencias entre los porcentajes de penetracion de cada tratamiento se analizaron por
medio de la prueba de Mann-Whitney. Todas las pruebas se corrieron utilizando el

programa estadistico Minitab ™ version 13.1

58



Llave de
paso

Figura S imagenes de la metodologia aplicada para la prueba de penetracion heterologa in
vitro (hIVP): a) Microscopio invertido en donde se realizaron las observaciones para la
seleccidn e interaccion de gametos; b) columna de sephadex activado, montado sobre un soporte
universal. La llave de paso de dos vias permiti6 la recoleccion de las gotas que cayeron sobre un
vial de plastico atemperado; ¢) ovocitos recién recolectados donde se observan las células del
cumulo compactadas alrededor de los mismos; d) seleccion de ovocitos, los ovocitos con
compactos, con zonas pelucidas integras y presencia de cuerpos polares se muestran en la parte
superior izquierda. En la zona inferior derecha del recuadro se observan los ovocitos desechados;
e) gota con 20 ovocitos maduros listos para interactuar con los espermatozoides; f) interaccion
de gametos, espermatozoides adheridos a la zona pelucida de los ovocitos.
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4. Resultados

4.1 Formulacion de los diluyentes
4.1.1 Determinacion de la concentracion de trehalosa

El porcentaje de motilidad obtenido en los cinco grupos (T50, T100, T250, T300
y T500) se presentan en la Figura 6, donde se puede observar que las concentraciones
molares de trehalosa entre 250 y 300 mM favorecen la motilidad, en un medio sin
crioprotectores permeables. Los bajos porcentajes de motilidad obtenidos (3.63%,
1.75%) reflejan la necesidad de la utilizacion de un crioprotector permeable para
potencializar el efecto crioprotector de la trehalosa. Las motilidades con
concentraciones de 50 y 100, no ofrecen crioproteccion y concentraciones mayores (500

mM) también parecen ser dafiinas.
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* p< 0.05 por prueba Xi*

Figura 6 Efecto de la concentracion mM de trehalosa sobre el porcentaje de

motilidad espermatica

Se establece que el medio experimental por lo menos debera alcanzar la motilidad del
control (G4) que en este caso fue de 24.75+5.3%, de aqui surgid el siguiente
experimento con la idea de valorar si la disminuciéon en la concentracion final de
glicerol (Figura 6), favoreceria el incremento de la motilidad. Por otra parte las lecturas

en el osmometro confirmaron que los crioprotectores no permeables de la formulacion
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con trehalosa incrementaron la osmolaridad del medio (416 mOsm en T1 versus 284

mOsm en G4).

4.1.2 Efecto de la concentracion de glicerol.

Los resultados de la adicion de diferentes porcentajes de glicerol sobre
porcentaje de motilidad, viabilidad e integridad acrosomal se muestran en la tabla 4,
donde se puede observar que el 1% de glicerol mostré mayor nimero de células viables
incluso que el diluyente control con 4% de glicerol (p< 0.05); por otra parte la motilidad
es menor en los grupos experimentales que en el grupo control, es decir, un diluyente
con trehalosa con 1% de glicerol muestra mayor niimero de células vivas, aunque con
menor % de motilidad. La integridad acrosomal también se vio favorecida por la
disminucién en la concentracion de glicerol, de ahi que a la concentracion del 2% se

obtuvo menor integridad que a la concentracion de 1% (p<0.05).

Tabla 4: Efecto de la concentracion de glicerol.

Concentracion | % motilidad Tipo de % de Integridad
de glicerol Movimiento viabilidad acrosomal
(%)
4 (G4) 26.4+0.62° 3.9+0.06° 18.3+£0.73 % 7.9+0.40°
2 16.4+0.47° 4.1+0.10° 17.940.52* 5.4+0.42°
1 16.6+0.46" 4.6+0.12°¢ 21.3+0.70° 10.0+0.42°¢
0.5 14.3+0.34° 4740.11°¢ 14.6+0.31°¢ 7.140.51°

medias =+ error estandar
* literales diferentes por columna indican diferencia significativa (p<0.05) por comparacion entre
medias prueba t.

4.1.3 Valoracion de los efectos de la adiciéon de KC1 sobre los porcentajes de
motilidad y viabilidad espermatica.

Como se puede apreciar en la Figura 7, la adicion de de 3.3 mM de KCI (0.25g/1)
favorece el mantenimiento del equilibrio osmético por el espermatozoide, lo que mejord
los porcentajes de motilidad al descongelado aunque sin diferencia significativa
(p>0.05). Por su parte la mejora en los porcentajes de viabilidad con la suplementacion

de KCI si mostr6 diferencia (p<0.05).
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G4 T1 KCI
% motilidad 20.5+1.65a 16.3+£1.23 18.3+0.84
% viabilidad 21+0.44 19.1+0.83* 22+0.77*

medias =+ error estandar
*diferencia significativa (p<0.05) por comparacion entre medias prueba t

Figura 7 Efecto de la adicion de KCI sobre porcentajes de motilidad y
viabilidad espermética

4.1.4 Evaluacion de las curvas de temperatura.

No se encontraron diferencias (p>0.05) entre las curvas, de enfriamiento
monitoreadas en ambos diluyentes (G4 y T1). Ambos mantienen el mismo patron de
descenso, alcanzando los 4°C en el mismo lapso de tiempo, aunque el diluyente con
trehalosa mostré una curva inicial mas lenta y el diluyente a base de glicerol parece
alcanzar mas répidamente la temperatura de estabilizacion a 16°C, esta tendencia
disminuye conforme se alcanza la temperatura de congelacion (Figura 8). Por otra parte,
las lecturas durante el proceso de enfriamiento, parecen indicar que el periodo de tiempo
en que la muestra llega de los 16°C a los 4°C se aproxima a los 200 minutos, por lo que
el periodo de tiempo brindado por el protocolo de congelacion que es de 180 minutos en
la camara fria mas 40 minutos de estabilizacion a 4°C durante el proceso de
glicerolizacion, permite al semen empajillado alcanzar la temperatura requerida para

llevar las muestras a los vapores de nitrogeno liquido, para ambos diluyentes (Figura 8).
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Figura 8 Curvas de enfriamiento obtenidas con los dos diferentes
diluyentes.

Es importante sefialar que durante el monitoreo de la curva se observo que los
espermatozoides T1 mantuvieron el tipo de movimiento progresivo durante mas tiempo
que los espermatozoides G4, estos ultimos parecen entrar en anabiosis mas rapidamente

(los espermatozoides en trehalosa no pierden el vigor ni aun llegando a los 4°C).

4.1.5 Efecto de la temperatura de descongelacion.

En la Figura 9, se presenta el promedio de motilida obtenido de ocho eyaculados
descongelados con las diferentes temperaturas (37°C y 56°C), para cada uno de los
diferentes medios. Se puede apreciar que la mejor motilidad de la muestras
criopreservadas en trehalosa se alcanzo empleando la temperatura de 37°C por treinta
segundos para su descongelacion, pese a que esta mejora no fue estadisticamente
significativa, es importante resaltar que T1 presentd una mejora porcentual de 1.4 y
T0.5 una mejora de 0.4 por ciento en comparacion con la motilidad obtenida a la
temperatura de descongelacion de 56°C por doce segundos. Adicionalmente, la
medicion de la temperatura alcanzada dentro de las pajillas, valorada por medio del
termometro con filamentos termocoples, fue de 30.3°C para el descongelado a 37°C por

30 segundos y de 25°C para el descongelado de 56°C por 12 segundos.
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Valor p (columna) 0.121 0.311 0.415
medias + error estandar
*diferencia significativa (p<0.05) por comparacion entre medias prueba t

Figura 9 Efecto de diferentes temperaturas de descongelacion sobre el porcentaje
de motilidad

4.2 Valoracion de la integridad celular ofrecida por los diluyentes seleccionados
4.2.1 Efecto de la adicion de trehalosa sobre la motilidad.

Al valorar la motilidad (M) obtenida al descongelado entre muestras (Tabla 5), se
encontraron diferencias significativas (p< 0.05); los espermatozoides criopreservados en
el medio T1 presentaron mejor motilidad que los cridpreservados en el medio TO0.5
(18.59+8.4 vs 7.75+5.2); mientras que el medio G1, en el cual se incluyé glicerol al 1%,

pero no trehalosa, presentd la menor motilidad de los cuatro medios evaluados
(7.18+75).
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Ninguno de los medios igual6 la motilidad del control G4 (Tabla 5). Al valorar la

motilidad obtenida al descongelado entre machos se encuentra diferencia significativa

(P<0.05), entre el macho 3 y el resto de los machos evaluados (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje promedio de motilidad obtenida por macho
y por tratamiento al descongelado de los 16 eyaculados bajo los
diferentes diluyentes.

Macho Tl T0.5 G4 Gl
1 21.6£3.5 9.0+1.3 24.143.7 | 7.0+1.13
2 19.2+2.1 10.8+1.7 21.242.7 7.5+0.6
3 12.242.2 3.6£1.9 | 12.2542.49 | 5.25+1.63
4 21.25+2.9 7.5+1.6 23.6+2.4 | 9.0+0.37
Promedios | 18.59+8.4* | 7.75+5.2° | 20.31+9.18* | 7.18+7.5

media = SEM. Literales diferentes por linea indican diferencia
significativa (P> 0.05) obtenidas por la prueba ji-cuadrada.

4.2.2 Valoracién de la motilidad de los espermatozoides al descongelado.

Se encontré6 que la trehalosa no se retira completamente con los lavados por
centrifugacion, en la Figura 10 se observan espermatozoides lavados por centrifugacion
(800xg 10 min) y resuspendidos en BTS. Una tincion histologica simple de azul alciano
demostrd la presencia de sacaridos en el medio (Figura 10c). La comprobacion por
microscopia electronica de transmision utilizando tincién negativa, mostré agregados
electrolucidos en espermatozoides de las mismas muestras (Figura 10a), no presentes en
espermatozoides descongelados y lavados del medio G4. La adicion de trehalasa al
medio de descongelacion para facilitar la digestion de la trehalosa (resultados no

presentados), demostrd ser detrimental sobre viabilidad y motilidad espermaticas.
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Figura 10 Deteccion de trehalosa por tincion azul alcian y MET.

a) Micrografia electronica de cabeza espermadtica descongelada y lavada,
contrastada con tincion negativa. Se observan agregados electrodensos en
la membrana plasmatica que no se presentan en espermatozoides
descongelados en el medio G4. b) espermatozoides lavados por
centrifugacion y aparentemente libres de la yema de huevo del medio de
congelacion. c¢) la misma muestra de espermatozoides lavados y
resuspendidos en BTS y tefiidos con azul alcian, se hace evidente una
coloracion azul que indica la presencia de azucares.

4.2.3 Valoracion de los porcentajes de viabilidad espermatica.

Los resultados de los conteos celulares de viabilidad se muestran en la tabla 6, donde
se puede observar que de acuerdo al porcentaje promedio ninguno de los diluyentes
adicionados con trehalosa super6 el nimero de células vivas presentado por el diluyente
G4 (control). Sin embargo, al comparar T1 contra G4 no se encontré diferencia
significativa (P>0.05). Por otra parte, si se encontraron diferencias entre machos, siendo
el macho 4 el que presentd una mejor viabilidad que el resto de los machos (p<0.05),
mientras que el macho 3 presentd la mas baja viabilidad (Tabla 6). Adicionalmente
aunque no hay diferencia significativa en la respuesta de viabilidad al tratamiento entre
los machos 1 y 4, el macho 4 presentdé mas células viables en el medio T1 mientras que

el macho 1 presenta mayor nimero de células viables en G4 (Tabla 6).

Tabla 6. Numero de espermatozoides viables por macho y por
tratamiento después del proceso de descongelacion (tincion
eosina-nigrosina)
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Macho T1 T0.5 G4

1 41.5£3.3 39.6+5.8 55.1+6.8
2 42.6+10.1 41.9+12.2 39.7+7.4
3 31.3+£5.3* 29.5+6.6* 33.2+£2.7*
4 53.5+11.9 45.25+7.35 51.0+6.6

Promedios 42.25+4.24" 39.06+4.12° 44.78+3.35"
media + SEM. Literales diferentes por linea indican diferencia
significativa (P< 0.05) obtenida por medio de la prueba t.

* diferencia significativa por columna

4.2.4 Valoracion de la integridad acrosomal

La Tabla 7 presenta los resultados de los conteos de integridad acrosomal, en donde
puede observarse que los diluyentes adicionados con trehalosa (T1 y T0.5) mantuvieron
la integridad acrosomal (p<0.05) de manera notable, pues inclusive el nimero de células
con acrosoma integro llegd a ser el doble al de los espermatozoides del grupo G4

(control).

Tabla 7. Nimero promedio de espermatozoides con
acrosomas integros por macho y por tratamiento.

Macho T1 T0.5 G4

1 58.13£7.23 | 67.63+9.12 | 29.75+3.96
2 71.13+6.85 | 74.63+7.90 | 41.38+4.83
3 66.25+5.83 | 74.50+5.84 | 30.0+£5.67
4 84.75+12.1 82.3+12.1 42.0+£5.17
Promedios | 70.0+4.33" | 74.75+4.39" | 35.78+3.57"

media = SEM. Literales diferentes por linea indican
diferencia significativa (P< 0.05) obtenida por medio
de la prueba t.

4.2.5 Integridad ultraestructural

Ultraestructuralmente un 70% de los espermatozoides criopreservados en TI
presentaron integra tanto la membrana plasmatica como el acrosoma (Figura 11ay 11b);
por el contrario el 64% de los espermatozoides criopreservados en G4, presentaron
discontinuidad de la membrana plasmatica (Figura 12c), asi mientras en algunos casos
se presento la pérdida evidente del material acrosomal, en otros so6lo se hizo patente una
franca distension de la membrana plasmatica (Figura 12d). También se hizo aparente

una ligera hinchazon de la membrana plasmatica que recubre el flagelo. Adicionalmente
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en ninguno de los dos muestras analizadas en este estudio, se observo un cambio en la
estructura de las mitocondrias o en la integridad de las estructuras microtubulares del

flagelo (Figura 11c).

4.3 Estimacion del potencial fertilizante por pruebas dinamicas de respuesta
fisiolégica.

4.3.1 Resultados de la prueba corta de termoresistencia (sSTMT).

En la Tabla 8 se muestran los comparativos antes y después de la prueba sTMT. Se
encontrd diferencia significativa entre el porcentaje de motilidad de los espermatozoides
T1 (P=0.003), mostrando un incremento al transcurrir los 45 min (8.8 £ 0.6 contra 13.6
+ 0.84). Aunque los espermatozoides G4 presentaron un ligero decremento en su
motilidad esta no fue significativa (P>0.005). Al comparar las motilidades entre
tratamientos, se observaron diferencias significativas entre ambos tratamientos antes y
después de la prueba, donde el tipo de movimiento fue mejor en los espermatozoides T1
que en los G4, aunque sin diferencia significativa. La integridad acrosomal fue mayor
en los espermatozoides T1 que en los G4 (P= 0.005), incluso transcurridos los 45
minutos donde se ve la proteccion ofrecida por la trehalosa contra el estrés de la prueba

de sTMT.
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Figura 11. Micrografias electrénicas de cortes de cabezas de espermatozoides descongelados de cerdo.
a) Corte sagital de la cabeza de un espermatozoide criopreservado en trehalosa (T1). Las flechas negras sefialan
la region acrosomal. Las flechas blancas indican la region postacrosomal recubierta por membrana plasmatica.
N: nucleo; AP: protuberancia apical. b) Acercamiento de la region postacrosomal (flechas negras), la region mas
electrolucida corresponde a la region acrosomal (flecha blanca). N: ntcleo. ¢) Corte transversal de cabeza de
espermatozoide criopreservado en el medio G4, donde se aprecia la pérdida de continuidad membrana (flechas
negras). N: ntcleo; PM: corte diagonal de la pieza media del flagelo, de otro espermatozoide donde se aprecian
las mitocondrias y las estructuras microtubulares. d) Corte transversal de cabeza espermatica criopreservada en
el diluyente G4. Las flechas indican las zonas que muestran una franca distension de membrana. N: nucleo; F:
corte de un flagelo.

Tabla 8: Diferencias entre porcentajes de motilidad, tipo de movimiento e integridad acrosomal de
espermatozoides descongelados en ambos medios (G4 y T1) obtenidos en la prueba de termoresistencia.

Porcentaje de motilidad Tipo de movimiento Acrosomas integros t

G4 | T1 | valor P G4 | T1 ‘ valor P G4 | T1 | valor P
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(linea)” (linea)” (linea)”
10 min 26.1£1.68 | 8.8+0.6 | 0.004 | 43+0.21 |4.5£0.22 | 0.640 | 110.7+10.6 | 149.7+18.1 | 0.128
45 min 23.0+1.37 | 13.6£0.84 | 0.005" | 2.1£0.30 | 2.6+0.21 | 0.246 | 49.2+4.8 | 77.6+t8.9 | 0.005
Diferencia | 3.17+1.17 | 4.8+0.9 2.140.30 | 1.8+0.30 61.549.9 | 72+11.2
Valor P
(columna)® |  0.042 0.003" 0.002" 0.001" 0.002" 0.001"

?valor p (columna) diferencia obtenidas antes y después del tratamiento (T pareada)
®valor p (linea) diferencia obtenida con la comparacién entre diluyentes (Mann-Whitney)

* diferencias significativas (P<0.005)

T niimero de espermatozoides con integridad de 200 contabilizados.

4.3.2 Resultados de la prueba HOST/BBC.

En Ia tabla 9 se puede observar que los conteos de los flagelos positivos a la
prueba HOST (HOST+) fueron mayores en los espermatozoides G4 (p<0.05) con
diferencia estadistica con el grupo T1. La viabilidad también favorecié numéricamente a
los espermatozoides G4 aunque no hubo diferencia estadistica con el grupo T1. Por
otra parte si bien la viabilidad de los espermatozoides G4 encontrada mediante la
tincion E-N, fue mayor que la de los espermatozoides T1, al evaluarse por HOST/BBC
se comprueba que pese a estar vivos muchos de ellos no presentan integridad acrosomal,
de hecho a pesar de no encontrar diferencia entre tratamientos (P>0.05), el nimero de
espermatozoides G4 HOST+ con acrosoma integro disminuyen de manera notable. La
prueba de Pearson demostré que la correlacion existente entre viabilidad y células
HOST positivas fue alta (0.737) y significativa (P= 0.006), por lo que puede

interpretarse que todos los espermatozoides HOST+ contabilizados estdn vivos y con

una membrana funcional.

4.3.3 Resultados de filtracion

Los espermatozoides recuperados fueron analizados con triple tincion para valorar
la viabilidad e integridad acrosomal de los mismos disminuyendo el error atribuible a la
subjetividad en la valoracion de la motilidad, se hizo evidente que al pasar por la
columna de sephadex, la viabilidad en los espermatozoides del volumen recuperado
aumento (30.8 vs 68.8%), aunque la integridad acrosomal se vio ligeramente disminuida

sin diferencia estadistica (64.3 vs 59.7%; p< 0.05).

4.3.4 Porcentajes de penetracion homologa in vitro (hIVP)
Los porcentajes de penetracion observados en la prueba hIVP (Figura 12), no

mostraron diferencias significativas entre G4 y T1 (p>0.05) (Tabla 9). De igual forma el
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numero de espermatozoides promedio, que penetrd en los ovocitos (p>0.05), tampoco

mostrd diferencias entre espermatozoides G4 y espermatozoides T1 (p>0.05).

Tabla 9. Concentrado de resultados estadisticos entre diluyentes de los diferentes parametros

analizados.

Diluyente Host+ * Vivos * Host+ AI * espz x ovo * % penetracion”
G4 36.66+ 3.89% | 55.33+2.1* | 23.16£4.2* | 14.1+0.10* | 62.6+6.6*°
T1 21.66+3.33° | 47.33+4.8" |20.0+3.7° 14.4£0.14* | 56.8+5.33?
Valor p 0.015 0.119 0.588 0.488 0.229

Host+ = espermatozoides con respuesta positiva a prueba hiposmotica
Vivos= espermatozoides vivos por prueba eosina-nigrosina

Host+ Al= espermatozoides positivos a aprueba hiposmotica co acrosoma integro
espz x ovo= promedio de espermatozoides penetrados por ovocito

% penetracion= porcentaje de ovocitos con espermatozoides penetraos

* diferencias entre medias por prueba exacta de Fisher, se presentan medias+ error estandar

” diferencias entre medianas por prueba Mann-Whitney; se presentan medianas+ error estandar

* Superindices diferentes por columna indican diferencia significativa
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Figura 12 Imagenes de ovocitos de cerda en MIV e hIVF. A) Complejo cumulo ovocito (COC), con las
células del cumulo muy compactas (flecha). B) Ovocito después del tratamiento con hialuronidasa para retirar
células del cumulo a las 22 hrs de MIV. C) Ovocito después de 44 hrs de MIV, noétese el cuerpo polar
(flecha). D) espermatozoides descongelados interactuando con el ovocito, se ven claramente adheridos a la
zona pelucida. E) Penetracion de zona por espermatozoides tefiidos con Hoechst 342, a espermatozoides
adheridos a la zona pelucida muy superficiles, b espermatozoide con mayor intensidad y en descondensacion.
F) Colocalizacion de espermatozoides Hoecsht 342 con ovocito naranja de acridina (OA), al microscopio
confocal.
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5. DISCUSION

El disefio de un diluyente para congelacion es un proceso que debe contemplar las
caracteristicas fisicoquimicas y el modo de accion de cada uno de los ingredientes
utilizados en su formulacioén. La hipdtesis de trabajo del presente proyecto aventurd que la
utilizacion de trehalosa mejoraria la crioproteccion celular ofrecida por el diluyente. Se
sabe que los espermatozoides poseen diferente grado de tolerancia al proceso de
congelacion-descongelacion dependiente de la especie [Watson, 2000], de ahi que en
primera instancia pueda pensarse que es esta criotolerancia especie-especifica la que
explica el porque de las diferencias en la respuesta a la criopreservacion espermatica con
trehalosa en las diversas especies previamente reportadas. Sin embargo, éstas encuentran
una mejor explicacion si se abordan las diferencias como el resultado de la formulacion de
los diluyentes utilizados en los diversos protocolos que incluyeron este disacarido y no a
una respuesta especie-especifica hacia la adicion de trehalosa.

De ahi que existan buenos resultados con la adicion de trehalosa en espermatozoides de
carnero a la concentracion de 100mM [Aisen et al., 2000, 2002, 2005; Bucack et a., 2007 |,
en espermatozoides de raton con 198, 220 y 300 mM [Storey et al., 1998; Sztein et al 2001;
Thompson et al ., 2001] y en espermatozoides caninos con 375 mM [Yildiz et al, 2000;
Yamashiro et al., 2007]. Los resultados reportados por Dalimata y Graham [2008], a pesar
de la baja concentracion de trehalosa utilizada (91mM), puede atribuirse a que en la
formulacion de su diluyente adiciond metil celulosa (polimero de glucosa) que favorecid o
potencid el efecto crioprotector del disacarido. En el caso del bovino, Woelders et al.,
[1997] reportan que la trehalosa disminuye el dafio membranal y aumenta la viabilidad
espermatica, lo que a primera vista puede contradecir los resultados presentados por Chen
et al, [1992] y Foote et al., [1993], que no reportan mejoras con respecto a su control, sin
embargo estos ultimos investigadores utilizaron concentraciones de trehalosa de 67 y
100mM respectivamente, a diferencia de Woelders et al., que adicionaron a su medio
200mM. Por otra parte, Woelders utilizo un diluyente a base de tris-yema de huevo
mientras que los segundos utilizaron leche descremada en la formulacion de su diluyente y

se ha reportado que el Ca’ tiene un efecto detrimental sobre el efecto crioprotector de la
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trehalosa [Bakas y Disalvo, 1991]. La utilizacion de leche descremada también pudo afectar
los resultados en garafiones [Squire et al., 2004], que no reporta resultados significativos a
la adicién de trehalosa y que por otra parte adiciono una baja concentracion del disacarido
que soélo fue de 9 mM.

En el presente estudio cuando se inicid el proyecto, en el afio de 2006, no existian
reportes de la adicion de este disacarido a criodiluyentes para espermatozoides porcinos,
porque el primer punto a determinar fue conocer cual seria la concentracion mas adecuada
para alcanzar dicho objetivo. An et al., [2000] y Molinia et al.[1994], consideran que la
cridproteccion ofrecida por la trehalosa depende de la concentracion de la misma en la
solucion del diluyente, lo que Koshimoto y Mazur [2002], interpretan como un efecto
crioprotector dependiente de la masa de azicar, que se refleja en la formacion de una
pelicula protectora muy estable sobre la membrana plasmatica evitando su deshidratacion.
Por otra parte también proponen que no sol6 la masa es importante ya que la proteccion es
proporcional a la molaridad, y esta proporcionalidad es debida al efecto coligativo del
azucar presente en la porcion no congelada del medio, la que actia como agente supresor
evitando que las sales excedan su solubilidad, se congelen y se precipiten (punto eutectico),
provocando cambios en la osmolaridad y encogimiento de la membrana. En este caso la
propiedad coligativa de la trehalosa dependera del niimero de moles del disacarido
presentes y no del tamafio o la naturaleza quimica de la misma.

Los presentes resultados sugieren que la concentracion molar de trehalosa mas adecuada
en un medio a base de yema de huevo y glicerol para mantener la motilidad al
descongelado, se encuentra entre 250 y 300mM. Esta concentracion es alta si se compara
con la concentracion utilizada en los trabajos recién publicados por Hu et al.,[2008];
quienes en la formulacidon de su diluyente utilizan una concentracioén de trehalosa de 100
mM, reportando mejoras en motilidad, integridad acrosomal, integridad membranal,
proteccion contra la capacitacion inducida y reduccion del dafio al DNA espermatico. Por
otra parte también reportan que 200 mM de trehalosa disminuyen la tolerancia espermatica
al proceso de criopreservacion. Sin embargo hay que hacer notar que el diluyente que ellos
utilizan tiene una base de Tris-acido citrico-fructosa mas lipoproteinas de yema de huevo

de baja densidad (LDL), a diferencia del presente que se elaboré con yema de huevo-
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trehalosa; la coincidencia entre ambos diluyentes es la osmolaridad en su caso 430 y en el
nuestro fue de 416 mosm/kg de agua. Esto sugiere que el efecto crioprotector de la
trehalosa se ve favorecido por el efecto de la osmolaridad total del medio, de hecho Zeng et
al., [2001], reportan que al descongelado de espermatozoides de cerdo criopreservados en
diluyentes con diferentes osmolaridades, un rango entre 420 y 510 mOsm/kg presenta la
mayor integridad membranal y mejores porcentajes de motilidad.

El espermatozoide es considerado un osmoémetro natural con una gran capacidad de
contraerse y cambiar de volumen para manejar las concentraciones de agua intracelular,
con lo que pretende mantener el equilibrio de solutos entre su compartimiento interno y el
medio extracelular [Gao et al., 1993; Zeng et al., 2000; Ball y Anthony 2001; Petrunkina et
al., 2005]. Esta capacidad de respuesta se ve favorecida por medios de congelacion
ligeramente hiperosmoticos y se refleja principalmente en la prevencion de alteraciones
membranales [Gao ef al., 1993; Woelders et al., 1997]. Nuestros resultados indican que en
el caso del espermatozoide criopreservado del cerdo, la trehalosa es capaz de mantener la
motilidad espermatica siempre y cuando el rango de molaridad del medio se mantenga
ligeramente hiperosmotico por lo cual adiciones molares por debajo de 100 o mayores a
300 mM de trehalosa a un diluyente a base de yema de huevo-gicerol, se veran reflejados
en la ausencia de motilidad. Aisen et al., [2002], reportan que la crioproteccion sobre
espermatozoides de carnero con un diluyente adicionado con trehalosa fue dependiente de
la concentracion del disacarido y que al utilizar concentraciones hipertonicas de esté (200 y
400 mM), la membrana espermatica perdid su capacidad permeable y disminuyeron los
porcentajes de motilidad al descongelado. Se ha reportado que la utilizacion de disacéaridos
como la lactosa (Corcuera et al, 2007), afecta adversamente la motilidad pero provee
crioproteccion efectiva sobre los acrosomas [Koshimoto ef al., 2002].

A su vez, una disminucion en la motilidad a causa de la trehalosa ha sido reportada por
Garde et al., [2002], en espermatozoides criopreservados de gacelas y Ferndndez—Santos et
al., [2007], reportan en el ciervo rojo que la adicion de disacéaridos fue en detrimento de la
motilidad, aunque no interpretan por qué, podemos suponer que la motilidad se vio
comprometida al utilizar un medio con una concentracion tan alta como 400mM de

trehalosa. Saragusty ef al., [2008] por su parte reportan ausencia total de motilidad en
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espermatozoides criopreservados de elefante, aunque encuentran aumentos significativos en
integridad celular y en viabilidad, es decir células con mejor morfologia, vivas pero
inmotiles.

Los resultados encontrados por Saragusty ef al., [2009], son muy similares a los nuestros
ya que en nuestro caso la adicion de trehalosa mejor6d de manera significativa la integridad
acrosomal y en menor porcentaje la viabilidad espermatica; pero de manera similar
obtuvimos gran cantidad de células vivas e integras pero inmotiles. Se ha mencionado que
los disacaridos como la trehalosa deprimen la motilidad [Woelders et al., 1997; Fernandez-
Santos et al 2007], lo cual puede ser el reflejo de la molaridad o/y la concentracién masal
de la trehalosa que aumenta la viscosidad del medio al que son adicionados [Chen et al.,
2000; Sampedro y Uribe, 2004]. Este aumento caracteristico de la viscosidad de las
soluciones en las que es agregada, es una de las propiedades que este disacarido ofrece para
proteger a las membranas biologicas [Chen et al., 2000, 2002; Sampedro y Uribe 2004;
Patist y Zoerb, 2005], por lo que posiblemente esta viscosidad podria ser la que impidio el
movimiento flagelar de los espermatozoides en el presente estudio. Woelders et al., [1997],
en su trabajo sobre el efecto de medios de congelacion ligeramente hiperosmoticos sobre
espermatozoides de bovino y en cuya composicion se incluye la trehalosa, lograron
recuperar la motilidad suprimida, retirando el azucar de las células criopreservadas por
medio de lavado y resuspension en un medio isotonico. En ese caso los porcentajes de
motilidad recuperados fueron mas bajos al compararlos con los espermatozoides
criopreservados en medios isotoénicos. En nuestro estudio el lavado del semen
criopreservado para retirar la trehalosa no permiti6 recuperar la motilidad de los
espermatozoides. Adicionalmente, se comprobd que el retiro de la trehalosa de la
suspension espermatica no es total después de dos lavados ya que las células lavadas
continuan tifiéndose alrededor con azul alcian, detector de azucares acidos.

Una propuesta razonable es pensar que la disminucion de la motilidad provocada por la
trehalosa podria verse incrementada por el dafio provocado por las repetidas
centrifugaciones que implica el proceso de congelacion-descongelacion, ya que este
proceso es capaz de producir especies reactivas de oxigeno (ROS) que pueden provocar

dafio celular irreversible [Kessopoulou ef al., 1992; Gosalvez et al., 2003; Membrillo et al

76



2003]. Sin embargo ha sido reportado que la trehalosa posee un efecto antioxidante
[Kikawada et al., 2007], que se ve reflejado en la proteccion conferida a espermatozoides
descongelados de carnero [Aisen et al., 2005] y de cerdo [Hu et al. 2008] favoreciendo la
integridad del DNA, por lo que podemos minimizar el efecto aditivo que las ROS tuvieran
sobre la supresion de la motilidad en nuestro estudio, aunque no descartamos el dafio
mecénico provocado por las multiples centrifugaciones.

Por otra parte se sabe que la crioproteccion ofrecida por los azucares (protectores no
permeables) es incompleta, por lo que su combinacioén con un crioprotector permeable es lo
mas indicado. Esto fue patente en nuestra investigacion ya que los medios a base de
trehalosa-yema de huevo libre de glicerol (T250 y T300), no mostraron motilidades
aceptables como para su aplicacion al descongelado. De ahi que se optara por aplicar
glicerol, ya que se ha reportado que su adicidon potencia de manera sinérgica la capacidad
crioprotectora de la trehalosa [Aisen et al., 2002; An et al., 2000]. En contraparte, Tada et
al., [1990], demostraron que la crioproteccion sobre espermatozoides brindada inicamente
por el glicerol resulta inefectiva, mientras que Koshimoto et al., [2000], proponen que la
mezcla de un azhcar (en su caso rafinosa) y glicerol es incluso menos efectiva que la
proteccion brindada por el azicar en si. En nuestro estudio se comprobo que la motilidad
observada en medios convencionales libres de trehalosa, un medio adicionado con 1% de
glicerol (medio G1), present6 una motilidad menor en comparacién con el diluyente control
(G4) que contenia 4 % de glicerol, lo que se interpreta como la insuficiente crioproteccion
espermatica que bajas concentraciones de glicerol ofrecen sin la presencia de un
crioprotector no permeable adecuado. La menor motilidad presentada por espermatozoides
G1 en este estudio contrasta incluso, con la observada en espermatozoides criépreservados
en TO0.5 (trehalosa + 0.5% glicerol) que presentd ligeros incrementos numéricos de
motilidad, aunque sin diferencia significativa (P>0.05). Por su parte el medio T1 que
contenia trehalosa mas 1% de glicerol, aun cuando no superd el porcentaje de motilidad
observado con el medio G4, no presentd diferencia estadistica con el mismo (P>0.05), lo
que permite proponer que la adicion de trehalosa 250mM, permite disminuir la

concentracion de glicerol sin que la motilidad se vea severamente afectada, lo que abrio la
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posibilidad de utilizar estos eyaculados congelados en T1 para las pruebas de fertilidad in
Vitro.

Por su parte la adicion de KCl potencializ6 el efecto crioprotector de la trehalosa, lo
cual concuerda con lo reportado por Revell y Glossop [1989], que reportaron diferencias
significativas al agregar trehalosa y KCl a un diluyente de conservacion a 16°C de mediana
duracién (5 dias de almacenaje). Al respecto Drobnis et al., 1992 reportan aumentos
abruptos del KClI cerca del fin de la transicion termotrdpica de fases de la bicapa lipidica de
la membrana celular de espermatozoides congelados de cerdo y de camardn. De acuerdo
con estos autores, este incremento es un sello caracteristico del dafio por congelacion. Es
muy sugestivo que las mejoras obtenidas en nuestros experimentos en cuanto a viabilidad y
motilidad con la adicion de KCI, sean debidas a que este ion pueda ser utilizado por el
espermatozoide porcino para regular su osmolaridad durante la transicion de fases a la que
su membrana se ve sometida durante el proceso de congelacion-descongelacion.

El efecto de la temperatura fue otro punto abordado por nuestros experimentos en la
busqueda de incrementar la motilidad al descongelado. Al estudiar esta variable
encontramos que el semen criopreservado en un diluyente con trehalosa y envasado en
pajillas de 0.5 ml, no presenta diferencia significativa entre el porcentaje de motilidad a una
temperatura de descongelacion de 37°C por 30 segundos y un descongelado a 56°C por 12
segundos, aunque a 37°C obtuvimos una ligera mejoria numérica, por lo cual optamos por
esta temperatura de descongelacion para continuar nuestro trabajo. Por otra parte las tasas
de enfriamiento y descongelado son las variables que influencian la criosupervivencia
espermatica que pueden ser ajustadas con mayor facilidad. Por ello establecer las
temperaturas de congelacion-descongelacion mas adecuadas, se convierte en un
prerrequisito para establecer un protocolo de criopreservacion 6ptimo. Se ha demostrado
que tanto la velocidad de descongelado como la de enfriamiento son importantes ya que en
ambos procesos el espermatozoide debe cruzar zonas criticas de temperatura que provocan
dafio celular, por ejemplo entre los 0, -15 y -25°C que son temperaturas con formacion de
hielo, con el consecuente estrés osmoético provocado por la deshidratacion [Watson, 2000;
Holt, 2000a]. La consideracion general es que la respuesta espermatica al descongelado

depende del rango de la velocidad de congelacion utilizado. Por ejemplo de acuerdo con
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Fiser et al., [1993], la mejor respuesta a una velocidad de congelacion de 30°C por minuto,
es un rapido descongelamiento de 1200°C por minuto. Son diversos los autores que
reportan estos protocolos de descongelacion manejando velocidades rapidas de
descongelado para evitar el menor dafio posible celular, al acortar los tiempos en que la
célula esta sometida al estrés debido a las diversas transiciones de fase de la membrana
[Larsson y Einarsson, 1976]. Bwanga et al., [1990], obtienen mejores resultados
descongelando a 37°C por 30 segundos a un pH de 6.3. En contraparte Gosalvez et al.,
[2003], buscando disminuir la influencia de los individuos con baja calidad seminal (malos
congeladores) mediante el uso de dosis heteroespérmicas (mezclando eyaculados de
diferentes sementales), encontraron que el descongelado del semen a 42°C por 20 segundos
dio los mejores porcentajes de motilidad; Cordova et al., [2001] también reportan buen
resultado al descongelar a 42°C pero con la variante en tiempo, su propuesta es por 12 seg.
Nuestros resultados sugieren que la motilidad espermatica al descongelado, se relaciona
con la temperatura alcanzada por la muestra en el interior de la pajilla, ya que en el
descongelado a 37°C la temperatura fue de 30.3°C mientras que a 56°C fue de 25 °C, es
decir la primera tuvo una mayor temperatura en el interior de la pajilla; de acuerdo con
Faiser y Fairfull [1990], un incremento en el rango de descongelado reduce la
recristalizacion del hielo intracelular, disminuyendo el dafio a estructuras internas, pero por
otra Mazur [1984], sugiere que una rapida velocidad de descongelacion puede inducir
estrés osmotico, ya que la descongelacion inmediata de la solucion extracelular causa un
desbalance intracelular por la rapida entrada de agua y la salida del crioprotector; al
parecer una rapida curva de descongelacion tiene efectos favorables sobre viabilidad,
motilidad e integridad acrosomal [Pursel y Johnson, 1975; Eriksson y Rodriguez-Martinez,
2000; Cordova-Izquierdo et al., 2006].

Por otra parte la prueba de termoresistencia demostrd que el porcentaje de motilidad
menor de los espermatozoides T1 al descongelado se ve mejorado a los 45 min de
incubacion a 42 °C, a diferencia de los G4 que muestran un ligero decremento en la
motilidad, proporcional al periodo de incubacion, por lo tanto parece ser que los
espermatozoides criopreservados en 250 mM de trehalosa, tardan un poco mas en salir de

la anabiosis, pero a su vez presentan mejor respuesta al estrés por aumento de temperatura.
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Un decremento en el porcentaje de motilidad en pruebas de termoresistencia se ha asociado
a un efecto toxico por la liberacion de amino oxidasas provenientes de los espermatozoides
muertos [Fiser et al., 1991], podria asumirse que la proteccion que la trehalosa brinda
contra la temperatura durante la prueba de termoresistencia puede implicar la proteccion
contra estas amino oxidasas. De hecho el tipo de movimiento presentado por los
espermatozoides T1 es de mejor calidad que los G4, esto es importante ya que desde hace
tiempo se ha reportado que el porcentaje de motilidad no es reflejo fiel de la capacidad
fertilizante de un eyaculado, mientras que el tipo de movimiento tiene una mayor
correlacion con los indices de fertilidad obtenidos, al menos con la aplicacion de semen
fresco refrigerado [Estienne et al., 2007].

En el presente trabajo la trehalosa, mejoré la integridad acrosomal de los
espermatozoides del cerdo de manera significativa (p<<0.05) en mas de un 35% lo que es el
doble de células con acrosomas integros presentados al descongelado por el medio G4.
Estos resultados concuerdan con lo reportado en carnero [Aisen et al., 2002], conejo
[Dalimata y Graham, 1997], perro [Yildiz et al., 2000; Yamashiro et al., 2007] y raton
[Sztein et al., 2001; Thompson et al., 2001], especies donde la integridad acrosomal fue
elevada. Por otra parte también concuerda con las mejoras obtenidas con el diluyente
Reading de larga duracion que disminuyd un 9.7 por ciento los acrosomas perdidos al
compararlo contra un diluyente sin trehalosa, atn y cuando este sélo lleva una minima
cantidad de trehalosa (2.6mM) en su formulacion [Revell y Glossop ef al., 1989] y que de
acuerdo a los autores debe a la presencia de este azucar, el mayor porcentaje de células
con acrosoma integro. Saragusty et al., [2008] no reportan motilidad al descongelado, pero
obtienen un 72% de integridad acrosomal muy cercana al 77-78% que se reporta en los
espermatozoides frescos. Es interesante notar que en nuestro trabajo a una menor
concentracion de glicerol (0.5%) los porcentajes de acrosomas integros obtenidos en
presencia de 250 mM de trehalosa son ligeramente mayores que los obtenidos a mayores
concentraciones de glicerol lo que parecer ser provocado por la citotoxicidad de este
crioprotector permeable, siendo el acrosoma una de las principales estructuras alteradas por

el mismo [Fahy, 1986; Murdoch y Jones, 1978; Faiser et al., 1993; Buhr et al., 2001].
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Las observaciones al MET confirmaron lo antes expuesto ya que la trehalosa fue capaz
de mantener una mayor integridad en la membrana plasmatica y acrosomal, lo cual
concuerda con lo reportado por Aisen et al., [2005], al evaluar por MET espermatozoides
de carnero cridpreservados en trehalosa y que encontr6 aumento significativo en la
integridad celular posterior al descongelado. Esto se debe a la capacidad de este disacarido
de interactuar con las moléculas de agua, creando un complejo estabilizador por medio de
la interaccién de puentes de hidrogeno que estabiliza la membrana durante sus fases de
transicion, manteniendo hidratados a sus fosfolipidos integrales y a su vez manteniendo a
las cadenas hidrocarbonada de los mismas en estado fluido, diminuyendo con ello la
separacion lateral de dichos fosfolipidos e inhibiendo el efecto de fusion entre bicapas
lipidicas de las membranas celular y acrosomales [Crowe et al, 1978; Tsvetkova et al.,
1988; Chen et al 2000].

Otra variable a considerar en nuestros resultados es el efecto aportado por el semental,
ya que ahora se sabe que existe una marcada diferencia individual en la tolerancia
espermatica a la congelacion [Larsson y Einarsson, 1976; Medrano et al., 2002; Holt et al.,
2005 Roca et al., 2005], lo que se reflejo al valorar el porcentaje de motilidad individual,
donde se encontr6 diferencia significativa entre el macho 3 y el resto de los machos
evaluados. Esta diferencia también se presentd en los indices de viabilidad donde el macho
4 presentd una mejor viabilidad que el resto de los machos, mientras que el macho 3
presentd la mas baja viabilidad (Tabla 5). También se observdo que aunque no hay
diferencia significativa en la respuesta de viabilidad al tratamiento entre los machos 1 y 4,
el macho 4 presentd mas células viables en el medio T1 mientras que el macho 1 presentd
mayor numero de células viables en G4 (Tabla 6). Estos resultados hacen patente cierta
variabilidad individual que Waterhouse et al. [2006], interpretaron en un estudio
comparativo como el resultado parcial de las diferencias en la cantidad de acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (PUFAs) presentes en las membranas plasmaticas de los
espermatozoides que varian de individuo a individuo. De hecho en ese mismo estudio la
comparacion se efectué no solo entre individuos sino también entre dos razas porcinas,
llegando a la conclusion de que el factor individuo y no la raza es el factor decisivo para los

rangos de supervivencia e integridad membranal obtenidos al descongelado. Es con base a
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esta marcada criotolerancia individual que Gil et al.[2005] proponen un analisis
multivariado postdescongelado espermatico, para predecir la fertilidad in vitro. Mas
recientemente Herndndez et al, [2007], propone ajustes a las condiciones de
criopreservacion que reduzcan la incidencia de eyaculados con bajo rendimiento a la
descongelacion.

La prueba dual HOST/BBC de la cual no tenemos reportes anteriores publicados,
demostrd ser una combinacion practica para obtener rapidos resultados. Los flagelos
reaccionados a la prueba HOST, sugieren a primera vista, que la proteccion de la trehalosa
sobre la integridad acrosomal, no es igualmente efectiva para mantener la funcionalidad de
la membrana plasmatica. Sin embargo la prueba HOST/Coomassie, nos permitié enriquecer
la muestra al seleccionar a los espermatozoides que permitieron la entrada de agua
buscando restablecer el equilibrio osmotico, pero que ademas mostraban un acrosoma
integro, lo que se reflejo en que la diferencia estadistica, encontrada entre los HOST+ de
G4 y T1, se pierde al analizar espermatozoides HOST+ Al (Tabla 9).

A pesar de que se ha encontrado una alta correlacion entre los resultados de la prueba
HOST vy los porcentajes de penetracion in vitro [Matas et al., 1993; Martinez et al., 1998].
Esteves et al [2007], afirman que en semen humano fresco, la correlacion entre
espermatozoides vivos y HOST+ es alta, mientras que en descongelado no se ha podido
correlacionar. En nuestro caso, la correlacion encontrada en nuestros experimentos entre
vivos-HOST+ fue alta (0.737) y significativa (P= 0.006), por lo que interpretamos que
todos los espermatozoides HOST+AI contabilizados estaban vivos, lo que sugiere que pese
a las diferencias en motilidad, el nimero de espermatozoides potencialmente fértiles en
ambos tratamientos es el mismo. Por su parte Hu et al., [2008], reportan que la trehalosa es
capaz de disminuir la criocapacitacion de los espermatozoides de cerdo, lo cual en teoria,
aumentaria el tiempo de vida fértil espermatica.

En este trabajo se optd por la utilizaciéon de la prueba hIVP, para comprobar el
potencial fertilizante de los espermatozoides, por ser una prueba que ha demostrado tener
una alta correlacion con los porcentajes de fertilidad obtenidos con semen de cerdo
[Martinez et al, 1993,1998; Matas et al., 1998], ya que al superar las barreras de union y

penetracion de la zona pelucida en gametos homologos, provee un mejor indicador sobre la
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capacidad fertilizante espermatica que los sistemas IVF heterologos. Ha sido reportado que
la utilizacion de ovocitos inmaduros recién recolectados de ovarios de hembras sacrificadas
en rastro, puede aportar la misma informacion que los ovocitos maduros en una prueba
hIVP, si se toma la precaucion de retirar las células del camulo de los primeros [Matas et
al., 1993; Martinez et al., 1993,2001]; sin embargo en este trabajo se optd por la utilizacion
de ovocitos maduros porque un objetivo a posteriori de este equipo de investigacion es la
obtencion de embriones in vitro.

Aunque la prueba hIVP no mostré diferencias entre espermatozoides G4 y T1, tomando
como referencia el estudio realizado por Gadea et al. [1988], los porcentajes de penetracion
obtenidos permiten clasificar nuestras muestras descongeladas como eyaculados de
fertilidad intermedia (entre 40 a 60% de penetracion). Existe una fuerte correlacion, entre
esta prueba y los resultados de fertilidad. Por lo tanto, las fertilidades esperadas deberian
entrar dentro de este rango (40 a 60%), lo cual deberd comprobarse mediante la
inseminacion directa de hembras en estro.

Al término de esta investigacion hemos comprobado que la crioproteccion extracelular
ofrecida por la trehalosa, mantiene la integridad acrosomal, la viabilidad y la motilidad de
los espermatozoides de cerdo, lo que a su vez abre interrogantes que pueden plantearse
como propuestas para futuras lineas de investigacion. La primer propuesta parte de que
otras tecnologias de reproduccion asistida no se ven limitadas por la disminucién o
ausencia de motilidad espermaética por ejemplo, Sanchez-Partida et al., [2008] al liofilizar
espermatozoides de mono rhesus con una solucion de trehalosa 300mM, encuentran a la
rehidratacion limitada viabilidad y nula motilidad, pero la mayoria de los centriolos
proximales intactos. Ahora se conoce la importancia que los centriolos proximales
espermaticos juegan durante la fertilizacion, ya que se convertiran en el nucleo organizador
del citoesqueleto de las primeras etapas del embrion [Schaten, 1994; Palermo et al., 1997],
por lo que la integridad ofrecida por la trehalosa convirtid6 a estos espermatozoides
liofilizados de mono en herramientas potenciales para la utilizaciébn en inyecciones
intracitoplasmaticas. Esto abre interesantes perspectivas para la investigacion y aplicacion
de la trehalosa en este tipo de tecnologias. La liofilizacion de espermatozoides de cerdo ha

sido reportada con éxito por lo menos una vez [ Kwon et al., 2004]; en ese protocolo no se
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incluye trehalosa pero los resultados de integridad y la presencia de espermatozoides vivos
inmotiles obtenidos en nuestros experimentos apoyan la teoria de que la trehalosa tendria la
capacidad de mantener la integridad espermaética de espermatozoides porcinos sometidos a
liofilizacion, de hecho actualmente hay por lo menos una investigacion en proceso sobre
este particular [ Fernandez et al., 2005].

La segunda propuesta retoma la idea de que varios organismos son capaces de producir
trehalosa interna lo que les confiere un alto grado de proteccion contra el estrés
medioambiental provocado por la desecacion y altas o bajas temperaturas, por lo tanto es
muy probable que la proteccion intracelular aportada por la trehalosa pudiera ser mas
benéfica que la aportada de manera extracelular. De heco Eroglu et al., [2002], ya han
explorado esta idea inyectando trehalosa en ovocitos humanos y comprobando que una
pequefia cantidad intracelular es capaz de proveer una significativa proteccion contra el
estrés provocado por la congelacion. Desde luego la inyecciéon de un ovocito es un
procedimiento viable por ser una célula mucho mayor que un espermatozoide, sin embargo
existen mecanismos que ahora se encuentran en proceso de investigacion como es el caso
de transportadores membranales que promueven la permeabilidad de la trehalosa
[Kikawada et al., 2007] o la formacioén de canales transitorios con el mismo proposito
[Gonzales et al., 2000], que podrian ser empleados para introducir la trehalosa dentro de la
célula espermatica que va a ser congelada.

En conclusién el medio formulado con trehalosa durante este experimento, no cumplid
con nuestras expectativas de mejorar significativamente la fertilidad del semen porcino al
descongelado, sin embargo nuestros resultados sugieren que la adicion de trehalosa:

a)  Disminuye el dafio acrosomal provocado por el proceso de criopreservacion del
semen de cerdo.

b)  Permite la disminucidn en le porcentaje de glicerol hasta el 1% del volumen final
de un diluyente a base de yema de huevo-trehalosa sin perdida de la viabilidad
pero con depresion en la motilidad.

c¢) No favorece los rangos de penetraciéon espermatica en comparacion con los
obtenidos por espermatozoides criopreservados en un medio sin la presencia de

trehalosa.
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d)

Favorece la respuesta espermatica a la pruebas de termoresistencia, mejorando los
indices de integridad celular lo que sugiere que espermatozoides cridpreservados
con trehalosa contaran con mejor probabilidad de mantenerse potencialmente
fértiles dentro del tracto reproductivo de la hembra por un periodo mas prolongado
que los espermatozoides criopreservados en un medio convencional.

Convierte al medio adicionado con trehalosa y bajo en concentracion de glicerol
en una opcion para trabajar en técnicas de reproduccion asistida e investigacion

como son la fertilizacion in vitro (IVF) y la inyeccion intracitoplasmatica (ICSI).

Por lo tanto, las recomendaciones que sugerimos para la continuacion de este proyecto

son:

a)

b)

Valorar si la integridad acrosomal obtenida en este trabajo con la inclusion de
trehalosa, tiene algun efecto positivo en la técnica de sexado de semen.

Probar la adicion intracelular de trehalosa con la intencion de experimentar la
factibilidad del proceso y determinar si tiene algiin efecto positivo al descongelado
de los espermatozoides cridpreservados de cerdo.

Explorar la capacidad de la trehalosa como crioprotector en la liofilizacion de

espermatozoides porcinos.
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The use of glycerol for boar semen cryopreservation results in low fertility, possibly due to toxicity. This
has led to recommend the use of solutions with less than 4% glycerol. Trehalose is a disaccharide known
to stabilize proteins and biologic membranes during processes such as cryopreservation. Thus, it was
decided to evaluate the cryoprotective effect of glycerol/trehalose mixtures. Effects on motility (M), via-
bility (Vb) and acrosomal integrity (nA) were evaluated. Sperm samples were frozen in three different

Keywords: i extenders: G4 contained 4% glycerol; T1 contained 1% glycerol plus 250 mM trehalose and T0.5 was con-~
E;Es;gie | stituted by 0.5% glycerol plus 250 mM trehalose. All extenders yielded similar post-freezing/thawing

i
Boar spermatozoa U
Semen cryopreservation
Freezing extenders ‘
Acrosomal integrity

motility rates. Viability was diminished in T0.5 as compared to the others. In regard to acrosome integ-
rity, it was twice as high (P < 0.05) in the trehalose enriched media as in G4, the glycerol-only extender.
Thus, T1 twice as many spermatozoa were alive, motile and intact, than in either T0.5 or G4, i.e. during
freeze/thawing the use of T1 resulted in twice as many fertile cells as when using the other extenders.

H During our study, we noted that there were wide individual variations both in sperm viability and in

motility.

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Usually, freezing extenders for boar semen contain egg yolk
plus other agents ‘Euch as buffers, additives and cryoprotectants.
The most frequent}y used cryoprotectant is glycerol, which has to
be used at low conlcentrations (under 4%) due to its potential tox-
icity [9,31,39]. In this regard, it has been proposed that glycerol
and other permeating cryoprotectants are osmotically active,
changing water col tents and causing stress as they enter or exit
the cell [9,32,51]. In the specific case of boar spermatozoa, these
cells use glycerol aL a carbon source, even in the presence of other
substrates such as “lglucose [40]. The pathway for glycerol utiliza-
tion is not glycolysis, probably due to the low glycerol kinase activ-
ity observed in these spermatozoa [31]. Instead, the non-glycolytic

metabolism of glyc]rrol results in the accumulation of toxic metab-
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olites such as methylglyoxal [44]. The methylglyoxal-mediated
activation of phospholipases and proteases causes irreversible
damage to the cell [31,44].

Trehalose is a non-reducing disaccharide, constituted by two
units of glucopyranose-D with a glycosidic a1-o1 link [41]. Treha-
lose is produced by diverse organisms in response to stress condi-
tions such as dehydration [13,37], extreme temperatures [42,53]
and osmotic shock [29]. Trehalose stabilizes a great diversity of
biomolecules, including proteins, membranes, cells and tissues.
Examples of the ability of trehalose to preserve bio-structures are
lyophilized red blood cells [32], cryopreserved fetal skin [19], hu-
man oocytes [20], hematopoietic cells [48], murine embryos [28],
and organs programmed for transplantation [14]. Probably treha-
lose protects biomolecular structures through both, the replace-
ment of water in hydrogen bonds [15] and trapping essential
hydration water molecules [41]. Also, a role of viscosity in the
maintenance of the biomolecular structure has been proposed [46].

In regard to the use of trehalose in sperm cryopreservation
there are conflicting reports. Trehalose has not been useful in bulil
[16,23], stallion [49], Iberian red deer [21], and gazelle {24]. In
these spermatozoa, the percentage of motility, viability and acro-
somal integrity was not significantly better than in the control dil-
uents. In contrast, trehalose did improve the aforementioned
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parameters in ram [3-5,11], goat [1,2], mouse [50,51,54}, rabbit
[18], european mouflon [8] and two different breeds of dog
[57,58]. In all these latter species, after thawing, a greater percent-
age of cells exhibited intact membranes, higher motility, better fer-
tility rates and higher percentage of embryos obtained by in vitro
fertilization (IVF).

Until recently, for boar spermatozoa there were no references
on the use of trehalose, although there was an antecedent using
the Reading medium, which contains trehalose. This long term ex-
tender was used for semen preservation at 16 °C [43]. In this re-
port, an increase in the percentage of acrosomal integrity,
motility preservation up to the sixth day, increased fertility and
number of embryos obtained were observed [43]. In addition,
while this manuscript was already under review, a report on the
use of a trehalose extender appeared which suggests that the use
of trehalose results in better integrity and motility in boar sperma-
tozoa [30].

The aim in the present study was to analyze the cryoprotective
effect of glycerol versus trehalose/glycerol mixture extenders on
motility, viability and acrosomal integrity rates on the boar sper-
matozoa. Trehalose addition allowed to decrease the glycerol con-
centration in the medium and resulted in increased spermatozoa
integrity.

Materials and methods

All reagents were of the best quality available commercially.
Glycerol and trehalose were purchased from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). Glucose anhydrous powder was purchased from
JT Baker Mexico (Xalostoc, Mex) and Coomassie brilliant blue
was from AMRESCO (Solon, OH, USA). Eosin Y and nigrosin were
from Certistain® MERCK (Darmstadt, F.R. Germany), and Spufs re-
sin, lead citrate and uranyl acetate were from Electron Microscopy
Sciences (Fort Washington, USA).

Medium osmolarities were measured and adjusted in a freezing
point osmometer, model OSMETTE A 5002 high sensitivity (Preci-
sion Systems Inc.) and pH media, were adjusted in a benchtop
pH 510 meter (OAKTON®). Motility, integrity and viability of cells
were counted in a LEICA microscope (DM LS 1I/98 model). MET
observations were carried out in a Zeiss M9 transmission electron
microscope.

Semen collection and freeze-thawing method

Ejaculates from four mature boars were collected by the hand
gloved technique, to evaluate immediately after collection the per-
centage of motility, determine abnormalities and sperm concentra-
tion; ejaculates with less than 85% motility or more than 15%
abnormalities were discharged. For transportation to the lab, the
selected ejaculates were diluted 1:1 (v:v) in Betsville Thawing
Solution (BTS). All boars were property of the Center of Teaching
Research and Extension of Swine Production (CEIEPP) from the
School of Veterinary Medicine and Zootechny of the Autonomous
National University of Mexico (UNAM).

The two-step freezing protocol proposed by Westerndorf, as
modified by Cérdova [17] was followed; in first step semen sam-
ples were centrifuged by 800g 10 min, and supernatant was dis-
carded. Immediately, a glycerol free diluent A (For diluent
composition, see under freezing extenders) was added to semen
adjusting to sperm concentration at 600 x 10° ml, and stabilized
by 60 min at room temperature. Then extended semen samples
were cooled from 22 to 4 °C over a period of 180 min. In a second
step (glycerolisation), the cooled sperm samples where mixed with
increasing concentrations of glycerol until reaching the desired fi-
nal concentration (diluent B). This procedure involved mixing a

glycerol-containing diluent (2x) added in five aliquots of 10% of
the final volume desired. Additions were made every 10 min. This
allowed a gradual increase of glycerol, minimizing possible osmo-
tic stresses. All samples were packed using 0.5 ml plastic straws,
and sealed with polyvinyl alcohol. Then straws were held over li-
quid nitrogen vapors (4 cm) for 20 min before plunging them into
liquid nitrogen. This procedure allowed us to reach the optimal
rate reported for boar sperm freezing of —30 °C/min [22].

After 15 days of cryopreservation [25], straws were thawed for
30s in a water bath at 37 °C [12]. Straw contents were placed in
tempered assay tubes, previously supplemented with BTS in a
1:6 vjv thawed semen/BTS proportion. Samples were maintaine:}
10 min at 37 °C before evaluating the effect of temperature on
motility.

Sperm-freezing extenders

Each ejaculate was divided and suspended in the following
extenders; Diluent A contained 20% egg yolk; 230.8 mM glucose
(for G1 and G4) or 20% egg yolk, 250 mM trehalose (for T1 and
TO0.5). From diluent A, diluents B were prepared by adding: G4 4%
glycerol; G1, 1% glycerol; T1 1% glycerol; T0.5 0.5% glycerol. The
pH was constantly maintained between 6.8 and 7.2.

Cellular integrity assessment

Two straws of each one of the four treatments (G4, T1, T0.5 and
G1), from each one of the 16 frozen ejaculates, were thawed to
evaluate the motility percentage (M), by direct observation at
10x and 40x under the light microscope from aliquots placed in
tempered glass slides at 37 °C. Then, two straws from groups G4,
T1 and T0.5 were thawed at 37 °C for 30 s to continue with the via-
bility (Vb) and acrosomal integrity (nA) analysis.

Vb was evaluated by the eosin-nigrosin technique, described by
Dott and Foster 1972, modified by Bamba [7]. Thawed spermato-
zoa were washed by centrifugation (800g for 10 min) and the pellet
was BTS reconstituted at a final concentration of 600 x 10% sper-
matozoa per ml. Thereafter, the sperm sample was diluted 1:8 with
the eosin-nigrosin dye tempered at 37 °C (0.67 g yellow eosin, 5 ¢
nigrosin, 40 ml of 5% glucose, in 100 ml bi-distilled water) and
were incubated at room temperature for 5 min. Then smears were
prepared on tempered microscope slides at 37 °C and were air
dried. Once the smears were dried, they were mounted with resin
and cover-glasses for the posterior counting of 200 cells, differen-
tiation between live (non-dyed) and dead spermatozoa (partially
or totally dyed).

nA was evaluated following the protocol proposed by Larson
and Miller [35]. For this purpose, samples were thawed arx
washed by centrifugation (800g for 10 min) and the pellet was
reconstituted in 4% paraformaldehyde v:v for 10 min at room temn-
perature for cell fixation. Immediately the samples were washed
twice by centrifugation and were reconstituted in ammonium
chloride (50 mM in PBS) in order to make the smears. These wer:
air dried and dyed by immersion in coomassie brilliant blue (CBR)
stain (0.22% CBB, 50% methanol, 10% acetic acid, in bi-distiliei
water). Smears were washed twice by immersion in bi-distilled
water to remove the excess dye, and were air dried. Once tha
smears were dried, they were mounted with resin and cover-
glasses for the posterior counting under the light microscope,
200 cells were counted and classified based on their acrosormal
integrity as follows: intact (well defined, highly dyed acrosomes},
damaged (diffusely dyed acrosomes, with loss of continuity and/
or loss of material) and absent (no acrosome detected).

Finally, to confirm ultrastuctural integrity, samples from G4 and
T1 were compared by transmission electron microscopy (TEM) s
described by Bonet et al. [10]. Briefly, samples were fixed in K-
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novsky solution, post-fixed in osmium-tetraoxide {(0SO,), dehy-
drated on increasing ethyl alcohol concentrations and embedded
in Spur’s resin. Thin sections were contrasted with uranyl acetate
and lead citrate.

Statistical analysis

Data obtained from the spermatozoa motility percentages were
analyzed by Chi-square test. Differences between means from the
live-dead spermatozoa counting and differences between acroso-
mal integrity were obtained both by ANOVA test using the Mini-
tab™ 13.1 version statistical program.

Results

Motility was different depending on the individual boar and on the
extender tested

Spermatozoa from G4, and Ti displayed a similar motility of
about 20%, while those from T0.5 and G1 were less motile, display-
ing a significative difference (P < 0.05) at 8%. Also, individual vari-
ations were observed as boar 3 consistently presented less motility
than all the other animals (Table 1). After evaluating these data, it
was decided to stop testing sperm from G1.

Viability remained constant in all extenders although it did vary
among individuals

The viability results were not significantly different in any of
the tested extenders, i.e., in T1, T0.5 and G4 cells presented the via-
bility indexes ranging from 39 to 44%. However, when the individ-
ual animals were considered, it was observed that boar 3 presented
less viability than the other individuals while boar 4 presented the
best sperm viability percentages (Table 2). Additionally, even
though there is no significant difference on the viability response
to treatment between males 1 and 4, male number 4 presented
more viable cells in the Tt medium, meanwhile male number 1
presented a greater number of viable cells in the G4 medium (Table
2).

Trehalose addition resulted in improved acrosomal integrity

In order to penetrate the egg, spermatozoids need an intact
acrosomal membrane. When the different solutions were evalu-
ated, it was observed that both trehalose-containing extenders
(T1 and TO.5) promoted a higher integrity of the acrosomal mem-
brane, about 70%, while G4, the glycerol-only extender resulted in
only 35% intact cells. This is a large, statistically significant
(P<0.05) difference (Table 3).

Cell structure is better preserved in trehalose-containing extenders

The cryopreserved spermatozoa from T1 presented intact plas-
ma and acrosomal membranes (Fig. 1a and b). By contrast, sperma-

Table 1
Mean percentage of motility from the 16 ejaculates, obtained by male and by
treatment at thawing.

A
70#1.13
/5406

85945 7184750

Media + SEM. Different letters in line indicate a significant difference obtained by
the Chi-square test (P < 0.05).

Table 2
Number of viable spermatozoa by male and by treatment after the thawing process
(eosine-nigrosin staining).

S

e

o

Media + SEM. Different letters on line indicate a significant difference obtained by
ANOVA (P < 0.05).

Table 3
Average number of spermatozoa with intact acrosomes by male and by treatment.

Media + SEM. Different letters in line indicate a significant difference obtained by
ANOVA (P< 0.05).

tozoa from the G4 extenders presented large plasma membrane
deformities suggestive of disorganization (Fig. 1c), i.e. in addition
to loss of the acrosomal material, G4 cells presented plasma mem-
brane damage (Fig. 1d). Other abnormalities observed in the G4
samples included swelling and mitochondrial and microtubular
structure changes within the flagellum (Fig. 1c).

Discussion

It has been suggested that the main cryoprotective effect of the
trehalose-containing freezing extenders used for boar semen is the
preservation of membrane structures such as the acrosome. In this
regard, in ram [3-5,11], goat [1,2], rabbit [18], dog [57,58] and
mouse [50,51], acrosomal integrity was increased when trehalose
was added to cryopreservation media.

Revell and Glossop [43] found that the Reading long term exten-
der, containing 2.6 mM trehalose, decreased acrosome loss by 9.7%
as compared to an extender without trehalose. This is consistent
with our results, indicating that trehalose addition resulted in in-
creased acrosome integrity.

It has been reported that the trehalose-mediated cryoprotection
is increased by glycerol, i.e., presenting a synergistic effect [4].
Other synergistic mixtures reported include the combination of
the trisaccharide raffinose with glycerol [33,52].

T1 and G4 sperm motilities were not statistically different
(P> 0.05), demonstrating that trehalose is capable of substituting
for glycerol in extenders. Furthermore, when the motility, the via-
bility and the structure results are taken together, it becomes
apparent that the T1 extender has more application potential, i.e.,
the same percentage of cells is motile in T1 and G4, but twice as
many cells are intact in the T1 extender. Thus, when it is consid-
ered that both structural integrity and high motility are requisites
for fertility, it may be concluded that the T1 diluent protects cells
much better than the others.

We did attempt to use trehalose-only extenders, however, these
yielded largely immotile cells (Results not shown) and thus, work
on these extenders was abandoned. Such disaccharide-promoted
immotility has been reported also in red deer, where 400 mM tre-
halose was used [21]. Also, in ram semen, it was reported that 200~
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Fig. 1. TEM of boar sperm heads of thawed semen. (a) Sagital view of the sperm head cryopreserved with threalose (T1). Black arrows point at the acrosomal region. White
arrows indicate the postacrosomal region covered by the plasma membrane. N, nucleus; AP, apical protuberance. (b) Post acrosomal region approach (black arrows), the less
electrodense zone corresponds to the acrosomal region (white arrow). N, nucleus. (c) Transversal view of the sperm head cryopreserved in the G4 medium, loss of membrane
continuity can be observed (black arrows). N, nucleus; PM, diagonal view of the flagellar mid piece from other spermatozoon where the mitochondrias and microtubular
structures can be observed. (d) Transversal view of a sperm head cryopreserved in the G4 extender. Arrows point at the zones that show clear membrane distension. N,

nucleus; F, flagellum. Bar = 1.1 pm on a, ¢ and d; and 0.6 pm on b.

400 trehalose reduced motility [4]. Dalimata [18] reported good
results of cryoprotection in rabbit spermatozoa at 91 mM treha-
lose, although he also included methylcellulose in the extender.
Perhaps viscosity suppressed the sperm flagellar movement; this
is suggested by the observation that in bovine sperm the dilution
of the freezing solution resulted in partial recovery of motility
[56].

From above mentioned, we could think that in the presence of
trehalose-containing extenders, different species exhibit different
tolerance ranges to the freezing-thawing process. This missed con-
cept should be reevaluated, as the observed differences might also
be due to the wide variations observed in the composition of the
extender used; e.g. some protocols use skimmed milk [16,24], even
though there are reports indicating that high Ca?* (contained in
milk) is detrimental for the cryoprotective effect of trehalose [6].

Even in the absence of motility, intact sperm have been used for
intra-cytoplasmic injection of eggs, opening an interesting applica-
tion for trehalose-preserved, immobilized cells [47]. This proce-
dure might be used in boar, where successful lyophilization has
been reported [34].

When the individuals in our study group were compared, large
differences in the post-thawing motility and viability were ob-
served. This was a source of variations in our evaluation of each ex-
tender. The motility obtained after thawing showed a significant
difference (P < 0.05) between boar number 3 and the rest of the
tested males (Table 1). In regard to sperm viability, male 4 pre-
sented the best viability percentages, while semen samples from
male 3 presented the lowest viability (Table 2). Additionally, even
though there is no significant difference on the viability response
to treatment between males 1 and 4, male 4 presented more viable

cells in T1 medium, meanwhile male number 1 presented a greater
number of viable cells in G4 medium (Table 2). These results make
clear that there is wide individual variability, which is in agree-
ment with reports indicating that within each species, there can
be individuals which are good and bad “freezers” [27,36,38,45].
The factors accounting for this variation are far from being under-
stood and many theories have been proposed to explain this vari-
ability, e.g. Waterhouse et al. [55] reported that in boar, the sperm
of different individuals, there are differences in the concentraticr:
of plasma membrane long chain poly unsaturated acids (PUFAs}
Furthermore, these differences were wider between swine. Froin
this study, it was concluded the individual factor and not the race
is decisive on the surviving rates and membrane integrity obtainet!
after thawing [51]. In order to address the problem of the markec
variation in individual cryotolerance between boars, Gil et al. [26]
proposed a multivaried analysis on post-thawed semen. This aj»
proach would allow predicting the in vitro fertility rates.

After submission of our manuscript, a study on the use of treh.1-
lose-added extenders on boar cryopreservation appeared as a pra-
print {30]. This study confirms some of our results, namely, that
trehalose increases sperm motility and integrity of post-thawed
spermatozoa. It is interesting to see that although the composition
of their extenders is different, the final osmolarity values are more
similar.

In conclusion, our results suggest that in boar spermatozoa, tre-
halose helps to diminish the acrosomal damage observed during
cryopreservation; maintaining viability and motility. Thus, treha-
lose increases the content of potentially fertile freeze-thawed
sperm to roughly double the amount observed in the presence of
glycerol.
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