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RESUMEN

En la especie porcina, el empleo de semen criopreservado se ha limitado por la
baja viabilidad de los espermatozoides después de la descongelacion y por el
potencial toxico del glicerol. Esto se debe a que a diferencia de otras especies son
particularmente sensibles al frio y al crioprotector utilizado de forma rutinaria,
ocasionando que el 80% de las inseminaciones artificiales se realicen
principalmente con semen refrigerado. El uso de nanoparticulas poliméricas (NPs)
como el quitosan, ha generado una gran expectativa, al funcionar como acarreador
de un agente crioprotector como la trehalosa y otorgar una probable capacidad
crioprotectora, al observar cierto porcentaje de viabilidad en los espermatozoides
de cerdo, sin el uso de un diluyente de congelacién. En el presente trabajo se evalu6
el empleo de nanoparticulas de quitosan (NPs-Q) y nanoparticulas de quitosan
cargadas con trehalosa (NPs-QT) como agente crioprotector en los
espermatozoides de cerdo pre y post congelacién. El primer paso fue determinar la
citotoxicidad de las NPs bajo diferentes condiciones (temperatura, medio vy
concentracion). Se encontréo que tanto las NPs-Q como las NPs-QT durante la
incubacion in vitro, pueden dafiar la viabilidad espermatica, sin embargo el
porcentaje de dafio dependera del tamafio de las NPs, concentracion de las
mismas, tiempo de exposicion, medio y temperatura de incubacion. Con los
resultados in vitro, se determind que en un proceso de congelacion, los
espermatozoides no deben ser expuestos a una concentracion mayor de
40 ul/ml de ambos tipos de NPs en el medio de incubacion BTS y el tiempo no debe
ser mayor a los 10 minutos, independiente de la temperatura utilizada (37°C, 16°C
y 5°C). Los resultados post descongelacién obtenidos, mostraron que la viabilidad
en los espermatozoides expuestos a las NPs-Q y a las NPs-QT fue de 32% y 34%,
respectivamente, siempre y cuando se utilice un diluyente a base de yema de huevo,
sin la adicién de glicerol. Estos resultados no fueron mejor que los protocolos
utilizados de forma rutinaria, por lo tanto se rechaza la hipétesis planteada al no
obtener una mejoria en la técnica con el protocolo descrito en el presente trabajo.

Palabras clave: Crioconservacion, trehalosa, quitosan, nanoparticulas, toxicidad,
espermatozoide y verraco.



ABSTRACT

In porcine species, the use of cryopreserved semen has been limited by the low
viability of spermatozoa after thawing and by the toxic potential of glycerol. This is
due to the fact that, unlike other species, they are particularly sensitive to cold and
to the cryoprotectant used routinely, causing 80% of artificial inseminations to be
carried out mainly with refrigerated semen. The use of polymeric nanoparticles (NPs)
such as chitosan, has generated great expectations, as it functions as a carrier of a
cryoprotective agent such as trehalose and provides a probable cryoprotective
capacity, by observing a certain percentage of viability in boar sperm without the use
of a freezing diluentwithout it. In the present work, the use of chitosan nanoparticles
(NPs-Q) and chitosan nanoparticles loaded with trehalose (NPs-QT) as
cryoprotective agent in pre and post freezing boar sperm was evaluated. The first
step was to determine the cytotoxicity of the NPs under different conditions
(temperature, medium and concentration). It was found that both NPs-Q and NPs-
QT during in vitro incubation can injury sperm viability, however the percentage of
damage will depend on the size of the NPs, their concentration, exposure time,
medium and incubation temperature. With the in vitro results, it was determined that
in a freezing process, the sperm should not be exposed to a concentration greater
than 40 pl / ml of both types of NPs in the BTS incubation medium and the time
should not be longer than the 10 minutes, regardless of the temperature used (37°C,
16°C and 5°C). The post-thaw results obtained showed that viability in sperm
exposed to NPs-Q and NPs-QT was 32% and 34%, respectively, as long as an egg
yolk-based diluent is used, without the glycerol addition. These results were not
better than the protocols used routinely, therefore the hypothesis raised was rejected
as there was no improvement in the technique with the protocol described in the
present work.

Keywords: Cryopreservation, trehalose, chitosan, nanoparticles, toxicity, sperm and
boar.



1. INTRODUCCION

Durante la década de los 60°'s el descubrimiento del glicerol como agente crio
protector permitio desarrollar los primeros protocolos enfocados a la congelacion
del semen de cerdo, desarrollado por Westendorf en el afio de 1975 (en Hezavehei
et al., 2018; Williams et al., 2015). Sin embargo, hasta la fecha existe una constante
busqueda en el desarrollo de protocolos de congelacion para ésta especie, pues al
ser particularmente termo sensibles, se obtienen bajos porcentajes de viabilidad
después del proceso de congelacion-descongelacion. Ademas, el uso de semen
descongelado para la inseminacion artificial (IA) genera bajos niveles de fertilidad y
prolificidad, por ello el uso preferente de semen refrigerado (15-18°C) en un 80% de
las 1A (Gémez et al., 2012; Williams et al., 2015; Yeste et al.,2017).

Los diluyentes de congelacion utilizados hasta el momento, incluyen al glicerol a
una concentracion no mayor del 3%, ya que la baja actividad de la glicerol quinasa
y la generacion de metilglioxal como resultado del metabolismo de los
espermatozoides de cerdo, causa alteraciones en la principal estructura del
citoesqueleto, como lo es la teca perinuclear (Arenas, 2008).

Otro crioprotector de gran interés, capaz de estabilizar proteinas, es la trehalosa,
un disacarido no toxico e impermeable presente intracelularmente en organismos
capaces de soportar temperaturas extremas (Chen et al., 2001; Lee et al., 2018). El
efecto benéfico de la trehalosa ya sea extracelular o intracelular es mejorando la
crioproteccion en diferentes tipos celulares, como eritrocitos, células
mesenquimales, ceélulas del sistema inmune y geminales como ovocitos vy
espermatozoides (Gutiérrez, 2009; Nieves, 2012; Silva et al., 2015; Zheng et al.,
2018).

Por otra parte, las nuevas herramientas tecnolégicas como el uso de diferentes
tipos de nanoparticulas (NPs) con gran variedad de materiales para su elaboracion
(Barkalina et al., 2014; Falchi, 2018), han destacado en el area de la reproduccion,
como por ejemplo, la seleccion se semen de buena calidad, sexado, o como
suplementos para mejorar la crio conservacion de gametos, como por ejemplo las
nanoparticulas acarreadoras de agentes crio protectores como la trehalosa para
mantener de viabilidad de espermatozoides (Ann, 2017; Hill y Li, 2017; Juarez et al.,
2018). Este agente crioprotector como parte de las NPs ha demostrado mantener
cierta viabilidad espermatica en el cerdo después de la descongelacion, sin
necesidad de utilizar otro tipo de agente crioprotector (Juarez et al., 2018). Ello abre
la ventana de oportunidades en la mejora de los diferentes protocolos de
congelacion.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Morfo-fisiologia de los espermatozoides

2.1.1. Espermatogénesis

Las caracteristicas morfologicas de los espermatozoides se obtienen gracias a
un proceso ciclico altamente coordinado llamado espermatogénesis, este proceso
se realiza en el epitelio seminifero (Figura 1) cuya ciclicidad temporal varia de
especie a especie. La duracion total de la espermatogénesis es de 4.5 ciclos con un
aproximado de entre 30 y 75 dias en los mamiferos (Almeida et al., 2006). En el
caso particular de los espermatozoides de cerdo la duracion de cada ciclo es de
alrededor de 9 dias, con cuatro ciclos y medio, por lo que la duracion total es de 40
dias y funcionalmente el proceso completo lo conforman tres fases (Almeida et al.,
2006; Franca et al., 2005):

1.- Espermatocitogénesis: La fase consiste en divisiones mitéticas de las
espermatogonias, 10 que da origen a cuatro tipos celulares: Indiferenciadas tipo A,
diferenciadas tipo A, intermedia y tipo B. Ello permite que la produccion de
espermatozoides siempre sea constante (Franca et al., 2005).

2.- Fase meidtica o también llamada espermatocitaria: Los espermatocitos
primarios (derivadas de las espermatogonias tipo B) y secundarios presentan dos
divisiones meiobticas que favorece la variabilidad genética (Franga et al., 2005).

3.- Fase de espermiogénesis: Las espermatidas indiferenciadas y con forma
esférica sufren cambios morfolégicos, dando lugar a la diferenciacion celular. En
esta fase disminuye el tamafo del espermatocito a solo el 2% de su volumen inicial
y da origen al espermatozoide, una vez que se desprende del epitelio de la célula
de Sertoli se llama espermatozoide (Franga et al., 2005).

Adicionalmente, los espermatozoides producidos en los tubulos seminiferos
deben someterse a un proceso de maduracion epididimal, en donde adquieren su
capacidad fertilizante. La maduracion incluye la adquisicion del movimiento
progresivo, siendo el cambio mas evidente durante la maduracién, también se
observa la migracién de la gota citoplasmatica (GC) que es desplazada desde el
cuello del espermatozoide hasta el anillo que conecta la pieza intermedia con la
pieza principal; el residuo corresponde al citoplasma de las células germinales del
periodo de espermiogénesis, el mantenimiento del mismo se ha asociado en cerdos
y toros con la reduccion de la fertilidad, ademas de relacionarlo con la obtencion
frecuente de semen de los sementales. La GC se ha propuesto que regula la
homeostasis al contener canales de potasio, cloro y agua (Franca et al., 2005).

También se han identificado cambios protedmicos, en el que se incluyen
modificaciones en lipidos y azucares, lo cual modifica la superficie del
espermatozoide, preparandolo para la activacion de vias de sefalizacion (Gervasi
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y Visconti 2017). Dada las limitadas opciones de sintesis de los espermatozoides,
se cree que las proteinas son sintetizadas por el epitelio epididimario y luego
incorporadas a los espermatozoides por absorcion de proteinas solubles o por
transferencia de exosomas llamados epididimosomas (25 a 300nm.) cuyo contenido
es proteico, microARN vy lipidos; se ha propuesto que los epididimosomas son la
principal forma de transferencia de proteinas y otras moléculas a los
espermatozoides (Franga et al., 2005).

A Célula de Sertoli
epididimo
tubulo 77 {4 s . ‘ Espermatide
seminifero \ ) Y " Y|Célula de
" - X% \ T Sertoli

Electrofotomicrografia del epitelio
Espermatozoide seminifero de un cerdo
| sexualmente maduro.
Lumen del
tabulo
seminifero

© 2013 Encyclopedia Britannica, Inc.

Espermatogonia Espermatocito Espermatocito Espermatide  Espermétide Espermatozoide
primario secundario redonda elongada

Mitosis Meiosis I Meiosis II Diferenciacion Maduracion

Figura 1: Espermatogénesis. En A se muestra la representacion esquematica del testiculo con una ampliacién en uno de los
tubulos seminiferos. B, electrofotomicrografia de transmisiéon en donde se puede observar la composicion del parénquima
testicular de un cerdo sexualmente maduro, se pueden identificar algunas estructuras como la tunica propia, células mioides
peritubulares, lamina basal, el epitelio seminifero con células de Sertoli y células germinales en diferentes etapas de desarrollo
y en el compartimento intertubular las células de Leydig. Finalmente en C se esquematiza el ciclo de espermatogénesis
(Tomado y maodificado de Franga et al., 2005 y Du Plessis et al., 2011).
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2.1.2. Morfologia del espermatozoide

Los espermatozoides de cerdo tienen forma de espatula, la cabeza tienen un
largo casi del doble de su ancho, de alrededor de 8.5um, la pieza media tiene
alrededor de 10um de longitud y la cola 30um, sin embargo, hay que considerar que
dentro de un eyaculado se pueden encontrar diferentes poblaciones de
espermatozoides (Hancock, 1955; Garcia et al., 2015).

El espermatozoide esta constituido por tres partes principales, cabeza, pieza
media (o mitocondrial) y cola. En la figura 2 se puede observar una representacion
esquematica de un espermatozoide de cerdo junto con sus diferentes estructuras
anatdmicas asociadas, como por ejemplo, la membrana plasmatica, acrosoma,
nucleo, mitocondrias, flagelo, etc. También se esquematiza la diferenciacion
funcional de la cabeza, distinguiéndose cuatro regiones o dominios: apical, pre
ecuatorial, ecuatorial y post ecuatorial (Gadella et al., 2008).
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Figura 2: Representacion esquematica del espermatozoide de cerdo. (A) corte longitudinal del espermatozoide 1: membrana
plasmatica, 2: membrana acrosémica externa, 3: matriz enzimatica acrosémica, 4: membrana acrosémica interna, 5: envoltura
nuclear, 6: nucleo, 7: anillo posterior y cuello, 8: mitocondrias, 9: parte proximal del flagelo, 10: anillo anular, 11: vaina fibrosa,
12: axonema y fibras densas externas. (B) representacion de los subdominios del espermatozoide, 13: region apical, 14: pre
ecuatorial, 15: region ecuatorial, 16: post ecuatorial, (C) reacciéon acrosomal, 17: vesiculas mixtas formadas durante la
reaccién acrosomal con multiples fusiones de la membrana plasmatica con la membrana acrosémica externa (Modificado de
Gadella et al., 2008).
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2.1.2.1.- Cabeza

Esta constituida por tres estructuras principales, el acrosoma, la teca perinuclear
y el nucleo. El acrosoma es una vesicula que se localiza por encima del nucleo en
forma de capuchon conformando la regidn acrosémica, dividida en tres segmentos:
1) apical, 2) principal y 3) ecuatorial (Bonet, 2000; Pesch y Bergman, 2006). El
contenido acrosomal esta constituido por docenas de proteinas cuya funcion final
es la interaccion con el ovocito (Foster y Gerton, 2016). Las diferentes proteinas
presentes en el acrosoma se pueden agrupar en proteasas, glicosidasas y proteinas
de union (Buffone, Foster y Gerton, 2008), algunos ejemplos de enzimas
acrosomales que facilitan la penetracidén de la corona radiada y de la zona pelucida
son la acrosina, la hialuronidasa, la hidrolasa y las esterasas (Pesch y Bergman,
2006).

El nucleo del espermatozoide se encuentra rodeado por la teca perinuclear (TP)
también llamada sustancia perinuclear o matriz perinuclear (componente del
citoesqueleto). Se divide en dos regiones, la subacrosomal ubicada entre la
membrana acrosomal interna y la envoltura nuclear y la regidén postacrosomal que
se extiende desde el segmento ecuatorial entre la membrana plasmatica y la
envoltura nuclear en forma de copa (Martinez et al., 2006; Barrientos et al., 2009).
La TP da forma a la cabeza del espermatozoide, mantiene la unién entre la
membrana acrosomal interna y la envoltura nuclear, ademas de mantener los
dominios de membrana y proteger al nucleo de la descondensaciéon. El nucleo
contiene al ADN altamente empaquetado gracias a las protaminas que sustituyen a
las histonas durante la espermatogénesis (Arenas et al., 2010).

2.1.2.2.- Pieza media (o mitocondrial)

El flagelo es una estructura mévil especializada compuesta por microtubulos y
proteinas asociadas. EI movimiento se produce por la flexion de la parte central
(axonema). El axonema se organiza en nueve dobletes de microtubulos en forma
circular junto con un par central, las moléculas de dineina forman puentes entre los
dobletes con los microtubulos vecinos a lo largo de toda la circunferencia, cuando
se activa el dominio motor de las dineinas al intentar desplazar al doblete adyacente
obliga a los otros a deslizarse, sin embargo la presencia de nexina entre los dobletes
impide el desplazamiento y ello desencadena un movimiento de flexion (Alberts et
al., 2016). El movimiento es adquirido en el transito por el epididimo, pero el
movimiento después del eyaculado consiste en un bateo simétrico de la cola,
permitiendo el desplazamiento en forma progresiva (Olivera et al., 2006).

La pieza media o intermedia es la porcion del flagelo en donde las mitocondrias
estan ubicadas en la parte distal de la pieza de conexion hasta el anillo de Jensen,
esta ultima estructura evita el desplazamiento de las mitocondrias hasta la pieza
principal (Bonet et al., 2000). Las mitocondrias estan ubicadas por debajo de la
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membrana plasmatica de forma helicoidal del axonema conformando la vaina
mitocondrial.

Por debajo de las mitocondrias se ubican las fibras densas que se extienden a lo
largo de la pieza media y el primer tercio de la pieza principal, permitiendo una
mayor proteccion, por debajo se localiza el axonema (Bonet et al., 2000). Las
mitocondrias son consideradas la “planta de energia” de la célula, tienen un papel
clave en la homeostasis celular y motilidad de los espermatozoides. Los
espermatozoides de mamiferos suelen tener entre 50 y 75 mitocondrias (Barbagallo
et al., 2020).

Se ha sugerido que los espermatozoides exhiben una versatilidad en el
metabolismo utilizando, ya sea la via glucolitica anaerdbica o la fosforilacion
oxidativa o una combinacién de ambas vias para la produccion de energia, ello
depende del sustrato disponible en el tracto genital de la hembra. La via glucolitica
es importante para la hiperactivacion, la motilidad lineal se induce por la actividad
mitocondrial en condiciones de glucosa baja (Barbagallo et al., 2020). El consumo
de energia para el espermatozoide son las fuentes externas como lactato, piruvato,
citrato, glicerol y triglicéridos, en el caso de los espermatozoides de cerdo la via
glucolitica es muy activa y la absorcion es a través de receptores transmembranales
(GLUT1) distribuidos en la cabeza y cola; sus mitocondrias tienen crestas delgadas
y cortas, lo que podria indicar poca eficiencia en proveer energia (Rodriguez y Bonet
2016).

2.1.2.3.- Cola o pieza principal y pieza terminal

La pieza principal corresponde al segmento mas largo del flagelo del
espermatozoide, el cual se extiende desde el anillo de Jensen hasta el extremo
proximal de la pieza terminal; contiene la vaina fibrosa como parte del citoesqueleto,
fibras densas y axonema. Finalmente la pieza terminal, corresponde a la porcion
distal de la cola, y se encuentra conformada unicamente por el axonema vy
membrana plasmatica asociada (Bonet et al., 2000)

2.1.2.4. Membrana plasmatica

La membrana plasmatica de los espermatozoides esta constituida por una bicapa
fosfolipidica anfipatica, ademas de los fosfolipidos, dentro de sus diferentes
componentes se encuentran proteinas y colesterol. Los lipidos de membrana no
estan distribuidos aleatoriamente sino que existe una asimetria en donde se puede
observar que la fosfatidilserina (FS) y la fosfatidiletanolamina (FE) se encuentran
predominantemente en la capa interna (citosolica), mientras que los glicolipidos, la
fosfatidilcolina (FC) y la esfingomielina (EM) se ubican en la capa externa de la
bicapa de la membrana, ademas los diferentes tipos de proteinas también estan
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organizadas de forma asimétrica (Gadella et al., 2008). Los espermatozoides, al
poseer escaso material citoplasmatico mantienen casi un contacto directo entre las
diferentes membranas subyacentes, asi como con estructuras del citoesqueleto
(Gadella et al., 2008).

De manera muy particular, en la membrana del espermatozoide existe un alto
contenido de FE, FC, difosfatidilglicerol, esteroles y lipidos neutros representando
un 70-80%. Los acidos grasos presentes en los fosfolipidos de membrana pueden
variar segun el tipo celular, por ejemplo el principal acido graso presente en los
fosfolipidos de espermatozoides de mamiferos es el acido docohexandico (22:6)
presentandose en mas del 60% en el cerdo, mientras que en el bovino unicamente
esta en un 30% (Cordova et al., 2001); por otra parte el espermatozoide del cerdo
presenta un bajo porcentaje de fosfatidilcolina, pero alto en fosfatidiletanolamina y
esfingomielina (Nieves, 2012).

La arquitectura lipidica de la membrana plasmatica tiene un papel importante en
el proceso de capacitacion, ya que durante la capacitacion existe un aumento en la
fluidez, gracias a la redistribucion del colesterol en la regidn apical y posterior de la
cabeza. El colesterol es importante en la formacion de balsas lipidicas (rafts) o
también llamados microdominios de membrana. Las balsas favorecen las
interacciones especificas entre proteina-proteina al concentrarlas en lugares
especificos, por ejemplo en los espermatozoides de cerdo la caveolina-1 y la
flotilina-1 estan restringidas a la region acrosémica anterior. Asi, las balsas lipidicas
al concentrar moléculas de sefializacion y excluir otras, pueden favorecer
interacciones especificas que resulten en la actividad de cascadas de sefalizacion,
todo ello necesario para la capacitacion (Gestel et al., 2005).

2.1.3. Capacitacion espermatica y reaccion acrosomal

La capacitacidon corresponde a un evento de maduracién en el tracto reproductor
femenino cuyas caracteristicas fueron descritas por Chang y Austin desde el afio de
1951(en Gervasi y Visconti 2017). Gracias a ello, se han desarrollado medios de
capacitacion in vitro para el entendimiento del mismo y mejorar a su vez las técnicas
de fertilizacién asistida, ya que ello ha facilitado y esclarecido algunos de los
mecanismos de sefalizacion asociados (Gervasi y Visconti 2017).

Los espermatozoides después de la eyaculacidon no cuentan con la capacidad de
fertilizar, por lo que tienen que llevar acabo una serie de cambios que les permitan
adquirir la capacidad fertilizante, el tiempo requerido para que se lleve a cabo por
especie es variable, en el caso de los espermatozoides de cerdo es alrededor de 5
a 6 horas y en los trabajos in vitro se observo que es dependiente de Ca®* y HCOs
(Vadnais, Galantino-Homer y Althouse, 2007).
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Los cambios moleculares observados durante la capacitacion se pueden obervar
en modificaciones de la membrana, generando una disminucion de la estabilidad
membranal y una mayor permeabilidad, favoreciendo a su ves la pérdida de
colesterol, proteinas y de carbohidratos (Vadnais, Galantino-Homer y Althouse,
2007; Gilbert, 2010), lo que favorece el desenmascaramiento de los sitios de
reconocimiento para las proteinas de la zona pelucida (Arenas, 2010; Gilbert, 2010).
Ademas existen cambios en la fosforilacion de proteinas, iniciando con una
hiperpolarizacion de la célula por la salida de iones de K*, permitiendo que los
canales de calcio y bicarbonato se abran, favoreciendo la activacion en la
produccion de AMPc (Adenosina 3°,5-monofosfato ciclico); el ingreso de
bicarbonato y la eliminacion de colesterol disminuye la estabilidad membranal, por
lo que se activa la via SAC-cAMP-PKA (proteina kinasa A), ello incluye la alteracion
de cuatro fosfolipidos principales FE, FS, EM, y FC (Gilbert, 2010). También se ha
descrito que el aumento de Ca* activa directamente sAC (adenilato ciclasa soluble)
y regula los eventos de capacitacion dependientes de AMPc (Vadnais, Galantino-
Homer y Althouse, 2007).

El incremento de bicarbonato (HCOz3') intracelular activa a la sAC para producir
AMPc, ello a su vez, estimula a la PKA para fosforilar sustratos proteicos. También
se ha descrito que el aumento de Ca+ activa directamente sAC y regula los eventos
de capacitacion dependientes de AMPc (Vadnais, Galantino-Homer y Althouse,
2007). La fosforilacion de proteinas en residuos de tirosina se ha relacionado con la
capacitacion y la motilidad hiperactivada en los espermatozoides de mamiferos. La
PKA fosforila a la fosfolipasa D (PLD), la cual estimula la polimerizacion de actina,
ademas activa a la fosfalipasa C (PLC), quien cataliza la conversion de
fosfatidilinositol trifosfato (IP3) en diacilglicerol (DAG) e IP3, involucrados en el
incremento de la fluidez de la membrana plasmatica y aumento de la capacidad
fusogénica. Estos cambios también modifica el patron de motilidad espermatica
(Vadnais, Galantino-Homer y Althouse, 2007).

La motilidad del espermatozoide se desencadena por cambios en el medio idnico
extracelular, por la interaccidon de ligandos especificos y por la glucosa presente en
el liquido seminal y tracto reproductor femenino. En condiciones in vitro ligandos
como la progesterona, factor de atraccion y activacion espermatica (SAAF, por sus
siglas en inglés sperm activating and attracting factor) que induce la entrada de
Ca?*, el péptido activador de espermatozoide (PAS) y el péptido atrial natriurético
(PAN), generan un aumento transitorio de GMPc (guanosin mono fosfato ciclico),
de AMPc y la activacién de guanilil ciclasa ligada a membrana (GCm) o soluble
(GCs). La GCm se activa por la union del péptido PAS a su receptor o por el
aumento en la concentracion de GMPc y la GCs se activa por el 6xido nitrico (ON)
producido por la 6xido nitrico sintasa, por consecuencia se abren los canales de K*
dependientes de GMPc, provocando la salida de K* generando hiperpolarizacion,
éste cambio en el potencial de membrana activa al intercambiador Na*/H", la salida
de H* induce la alcalinizacion del citosol y la activacion de la dineina. La activacion
de la movilidad flagelar se da por fosforilaciéon y defosforilacion de proteinas en
tirosinas mediadas por PKA dependiente de AMPc, la subunidad catalitica de la
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PKA posee una estructura aparentemente ligada a los microtubulos del axonema,
ya que se ubica cerca del brazo de dineina, asi la PKA se fija en el dominio de
algunas proteinas relacionadas con la activacion y relacionadas a ser fosforiladas,
como las hexoquinasas, AKAP (proteina de anclaje de la quinasa A) y la glucogeno
sintasa-quinasa (Olivera et al., 2006).

El movimiento del flagelo se presenta por la activacion de los ensambles
complejos de regulacion de la dineina. EI ATP se requiere para el deslizamiento
entre los brazos y los microtubulos, su hidrélisis rompe la unidn entre el microtubulo
B y la dineina garantiza el movimiento, simultaneamente se dan fendmenos de
fosforilacion y defosforilacion en la union del brazo externo del microtubulo A y del
microtubulo B del brazo adyacente. En tanto el par central de microtubulos con
dominio AKAP dirige el plano de inclinacién flagelar (Olivera et al., 2006).

Una vez que los espermatozoides se han capacitado, pueden llevan a cabo la
reaccion acrosomal, cuyo proceso involucra la fusion de la membrana
citoplasmatica externa, con la membrana acrosomal externa de la zona apical de la
cabeza del espermatozoide, liberando las enzimas almacenadas (exocitosis) y ello
permitiendo el paso a través de la zona pelucida (Olivera et al., 2006). Es decir, al
existir una fusién de la membrana plasmatica y la acrosomal en varios sitios
formando vesiculas mixtas que se desprenden, ello permite la liberacion del
contenido acrosomal a medida que el espermatozoide penetra la zona pelucida
(Arenas et al.,, 2010). La molécula central en el proceso de exocitosis son los
SNAREs (del inglés soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment protein
receptor proteins), en el caso particular del espermatozoide de cerdo el complejo
SNARE involucra la fusion de membranas (Gadella, 2008).

2.2 Criopreservacion

La técnica de crioconservacion tiene como objetivo mantener la viabilidad y
funcionalidad celular a temperaturas bajas, por lo que los diferentes protocolos
dependeran de las propiedades fisico-quimicas de cada célula (Avila et al., 2006;
Baust et al., 2017). En general se han clasificado diferentes técnicas para la
crioconservacion, en especial para los espermatozoides (Hezavehei et al., 2018):

1.- Congelacién lenta: Es un método cuyo periodo de congelacién involucra
2 6 3 pasos por un periodo de 2 a 4 horas de forma manual o automatica.

2.- Congelacion rapida: Es un método en donde las pajillas con los

espermatozoides y la solucion crioprotectora se exponen a vapores de nitrégeno
liquido durante 10 min antes de sumergirlos en el tanque de nitrégeno.
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3.- Congelacion ultra-rapida: También llamado vitrificacion, es un método
alterno sin el uso de crioprotectores permeables, se sumerge directamente en
nitrégeno liquido

4.- Liofilizacién: Es un método de conservaciéon en el que no se requiere el
nitrogeno liquido, los espermatozoides pueden mantenerse a 4°C y transportarse a
temperatura ambiente, sin embargo los espermatozoides recuperados son
inméviles por lo que se requiere de ICSI (inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides) para una fertilizacion exitosa.

La velocidad de enfriamiento seleccionada, dependera del tipo celular, pueden
enfriarse mas alla de su punto de congelacion en equilibrio antes de que se forme
hielo, esto se llama sobre enfriamiento.

La nucleacion representa el cambio de agua liquida a hielo. El agua en el
sistema se separa y forma hielo, lo que aumenta la concentracion de solutos.
Durante, la formacion de hielo extracelular, los solutos se concentran en la aun fase
liquida, por lo que el agua sale de la célula para restablecer el equilibrio osmético.
Asi, si las células se enfrian demasiado rapido se deja menos tiempo para que el
agua salga y se forma hielo intracelular, causando un dafio irreparable al formarse
el hielo intracelular (Figura 3). Por otro lado, si se enfria demasiado lento, la célula
se deshidrata. Este aumento en la concentracion de soluto tanto dentro como fuera
de la célula se ha denominado “efecto de solucién” (Avila et al., 2006; Baust et al.,

2017).
' Células en
«——— suspension a
@ F

Congelacion

.z I
Congelacion c . di Congelacion
muy lenta ongelacion intermedia rapida
v
P A RS R 3
%) ARSI AR ."‘
Bes - ,—‘s s '.' -“ Q

‘}Q $~. \: < ‘D - LA -
S0 O @) l. ‘l“
2N PN 3ol BNSH T

¢Sobrevivencia?
Maxima viabilidad Muerte

Figura 3: Efecto del enfriamiento a diferentes velocidades sobre la supervivencia celular. En la imagen superior se muestra
a las células en suspencidn antes de ser sometidas a un proceso de congelacion. En las tres imagenes inferiores se
muestra una representacion del efecto en el tiempo de congelacién. En la imagen inferior izquierda se puede apreciar que si
la velocidad de enfriamiento es demasiado lenta, las células se deshidratan por el efecto de los solutos presentes en el
medio de congelacién, por lo tanto se compromete la sobrevivencia. En la imagen inferior derecha si la velocidad de
congelaciéon es demasiado rapida, el agua dentro de las células formara cristales y con ello la ruptura y muerte celular.
Finalmente en la imagen inferior central, es el tiempo de congelacién ideal segun el tipo celular y representaria la maxima
viabilidad (modificado de Baust et al., 2017).
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El almacenamiento a bajas temperaturas ralentiza, pero no detiene todas las
reacciones bioquimicas celulares hasta que desciende por debajo de la transicidon
vitrea (Tg) del agua que es -140°C, por lo que a -20 o -80°C aun hay reacciones
bioquimicas dando como resultado un dafio celular ya que las reacciones no estan
reguladas y son incompletas dando lugar a una acumulacion de compuestos toxicos
como los radicales libres, subproductos del metabolismo anaerdbico (Avila et al.,
2006).

2.2.2. Transiciones de fase

El enfriamiento altera la estructura y conformacion de biomoléculas (lipidos,
proteinas y acidos nucleicos), estos cambios pueder ser irreversibles y deteriorar la
funcion celular. Bajo condiciones fisiologicas la membrana plasmatica esta en una
fase fluida (cristalina liquida) con un desorden conformacional que cuenta con
dominios ordenados como son las “balsas” enriquecidas con colesterol y
esfingolipidos. Se sabe que el contenido del colesterol en la membrana afecta el
comportamiento de la fase supracero y la tolerancia osmaética. Todo ello modifica la
velocidad durante la transicion de fases en el enfriamiento, ademas de ser
modificable con la utilizacion de crioprotectores (Sieme et al., 2015).

La fluidez y el empaquetamiento de la bicapa esta determinada por las cadenas
de acilo, la longitud corta reduce la tendencia a interaccionar entre si por fuerzas de
Van der Waals, las torceduras que resultan en los dobles enlaces de lipidos
insaturados dificultan el empaquetamiento de las cadenas de acilo, aumentando la
fluidez de la membrana y con una temperatura por debajo de la transicion de fase,
la bicapa esta en un estado de gel. La fluidez de la membrana se puede modificar
segun los tipos de fosfolipidos, colesterol y la temperatura a la cual se exponen,
como se puede ver en la figura 4 (Sieme et al., 2015).

20



COMPORTAMIENTO DE LA FLUIDEZ DE LA MEMBRANA PLASMATICA
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Figura 4: Esquematizacion del comportamiento de la fluidez de la membrana plasmatica asociado a dos componentes
estructurales (fosfolipidos y colesterol). Los circulos negros representan a la cabeza hidrofilica de los fosfolipidos y los
acidos grasos asociados se representan como dos lineas rectas (acidos grasos saturados) y las dos lineas negras con una
pequenia flexion representa a las acidos grasos poliinsaturados. Ademas se puede observar al colesterol inserto en la
representaciéon esquematica de la membrana plasmatica como un hexagono de color café, lo cual favorece la rigidéz de la

membrana.
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2.2.2. Criopreservacion en espermatozoides

La criopreservacion de los espermatozoides fue introducido en los afios 60s como
una forma de preservar la fertilidad, el logro fue realizado por Polge al descubrir las
propiedades crioprotectoras del glicerol en el afio de 1949 (en Hezavehei et al.,
2018), y fue considerada desde entonces la mejor técnica para la criopreservacion
de espermatozoides en diferentes especies. En el afno de 1951 se reportd la
congelacion en espermatozoides de bovinos, en 1953 en humanos, en 1957 en
cerdos y caballos, y en el afio de 1967 en borrego (en Hezavehei et al., 2018). Sin
embargo hasta la década de los setenta se lograron inseminaciones exitosas en
cerdas con semen congelado y posteriormente se describieron los métodos para la
congelacion que hasta la fecha se siguen considerando. La técnica de Westendorf
de 1975 y la descrita en Estados Unidos por Pursel y Johnson en 1976 (en Williams
et al., 2015), utilizaron diluyentes a base de yema de huevo y al glicerol como agente
crioprotector, junto con concentraciones elevadas de azucares (Williams et al.,
2015; Yeste, 2016).

Los protocolos de congelacion para la especie porcina, han establecido que es
mas eficiente una congelacion lenta (aproximadamente 4-6 horas) y una
descongelado rapido utilizando bafio maria a 37°C (Gutiérrez, 2009; Nieves, 2017).
Sin embargo ésta tecnologia no se utiliza de forma rutinaria al tener bajos resultados
en fertilidad y prolificidad, 10-20% y 1-2 lechones, respectivamente, ello debido a
que los espermatozoides de cerdo son especialmente termo sensibles, lo que ha
dificultado el desarrollo de protocolos mas eficientes de congelacion (Gomez et al.,
2012; Williams et al., 2015; Yeste et al., 2017).

El uso preferente de semen refrigerado (15-18°C) para la inseminacioén artificial
en el cerdo representa alrededor del 80% de las inseminaciones (Yeste et al., 2017),
por lo que se han desarrollado diferentes tipos de diluyentes. Un diluyente se puede
definir como aquella solucion que permite aumentar el volumen del eyaculado
preservando las caracteristicas funcionales de los espermatozoides, para ello los
componentes de los diluyentes deben contener sustratos energéticos, un sistema
tampodn, estabilizadores de membrana y antibiéticos (puede ser neomicina,
penicilina o estreotomicina) (Cuenca y Avellaneda, 2017). En la figura 5 se muestra
un resumen de los diferentes tipos de diluyentes y sus componentes.
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Figura 5: Composicion en (g/L) de los diferentes componentes de los diluyentes de refrigeracién de uso comercial que se
utilizan para el semen de cerdo (IVT, Kiev, BTS, Zorlesco, MRA, ZORPVA, Reading, Modena y Androhep). Los diluyentes
de refrigeracion para su mantenimiento se pueden clasificar segun el tiempo que pueden mantener viables a los
espermatozoides (por un periodo corto y largo) (Modificado de Gadea, 2003; Cuenca y Avellaneda, 2017).

Se sabe que la presion osmatica presente en los espermatozoides de cerdo esta
entre 290-300mOsm, pero pueden tolerar rangos de 240-380mOsm (Gadea, 2003),
de hecho, en un rango de 250 a 290mOsm no se ve afectada ni la motilidad, ni la
viabilidad, pero en condiciones hipo e hiperosmoéticas existe una disminucion del
ATP y a pesar del retornar a condiciones isotonicas despues de una incubacion de
10 minutos, las células no recuperan la motilidad (Gilmore et al., 1996).

En general, se puede decir que la criopreservacion, permite el almacenamiento a
largo plazo de germoplasma, mejora el transporte y la exportacion del semen, la
preservacion de material con alto valor genético de animales en peligro de extincion
y la disminucion de enfermedades (Gutiérrez, 2009; Hezavehei et al., 2018; Pezo et
al., 2020).

2.2.3. Lesiones por congelacion

La congelacion induce lesiones en las membranas celulares y organelos por la
formacion de hielo intracelular, existiendo un aumento en la aparicion de especies
reactivas de oxigeno, desencadenando el detrimento en la viabilidad espermatica,
éste desequilibrio induce a la peroxidacion de los fosfolipidos de la membrana y
alteraciones en la localizacién de proteinas; afectando todo ello el potencial de
fertilizacion (Hezavehei et al.,, 2018; Pezo et al., 2020). Por otra parte, el estrés
osmotico también genera cambios en el citoesqueleto, en especial en la actina
(Ragoonanan et al., 2010). Por ello se menciona que el descenso de la temperatura
y una curva de deshidratacion celular adecuados reducen los dafios criogénicos,
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para ello se utilizan diferentes crioprotectores, tanto permeables como no
permeables, considerando la especie y tipo celular (Pezo et al., 2020).

Las crio lesiones afectan la integridad de la membrana plasmatica del
espermatozoide, el acrosoma, el nucleo, la funcion mitocondrial y la motilidad
(Figura 6). La criotolerancia segun Parks y Lynch (1992) esta directamente
relacionada con la composicion de la membrana plasmatica, especificamente la
proporcion de colesterol y fosfolipidos, ya que existe evidencia relacionada al uso
de esperma de varias especies, donde los espermatozoides de toro tienen mayor
resistencia a la congelacion en comparacién con el verraco atribuible a una mayor
proporcion de colesterol, ya que mientras el toro presenta 0.45 el verraco 0.26,
ademas de menor proporcion de proteinas / fosfolipidos, donde el bovino presenta
0.80 contra 1.26 del verraco (en Yeste et al., 2017). Aunado a lo anterior, también
la elevada cantidad de fosolipidos insaturados en la membrana del espermatozoide
del verraco, generan la pérdida de la permeabilidad selectiva, interrumpiendo la
homeostasis y haciéndolos mas vulnerables durante la congelacion (Yeste et al.,
2017).
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Figura 6: Esquema de las principales lesiones generadas por la crioconservacion de los espermatozoides de cerdo. La
criopreservacion modifica la localizacion de nucleoproteinas (protamina e histonas) favoreciendo la ruptura de puentes
disulfuro. También genera dafios en la membrana mitocondrial externa generando un incremento de especies reactivas de
oxigeno. Existe una alteracion de la teca perinuclear, contribuyendo a la redistribucion y relocalizacion de proteinas,
alterando a su vez el patrén de fosforilacion en proteinas. Al mismo tiempo se ha descrito que la congelacion genera un
evento llamado criocapacitacion, lo cual genera exocitosis del acrosoma, limitando la vida util del espermatozoide para la
inseminacion artificial (Tomada y modificada de Yeste et al., 2017).
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Todos los efectos dafinos sobre los espermatozoides ayudan a explicar en parte
las bajas tasas de fertilidad, ademas, se ha visto que existen diferencias individuales
en la supervivencia de los espermatozoides que van del 25 al 60%, de hecho cada
eyaculado exhibe una criotolerancia unica. Se han tratado de identificar marcadores
de congelacion en las proteinas del plasma seminal que regulan el estrés osmotico
y térmico, aunque los mecanismos aun se desconocen, entre las proteinas
relacionadas se encuentra la proteina de choque térmico 90, proteinas de union a
acrosina, triosafosfato isomerasa. Ademas, la actividad enzimatica de la acrosina
en espermatozoides frescos se han relacionado con la resistencia a la congelacion
(Yeste et al., 2016).

También se ha descrito que el semen de cerdo puede variar con respecto a su
composicion, y que ello permite clasificarlos como buenos o malos congeladores
(Yeste, 2016), lo que podria estar relacionado a que los componentes de liquido
seminal se modifican segun el periodo en el que se realiza las recolectas, asi como
lo describid Fraser et al. (2016), al observar que durante el periodo de primavera-
verano los espermatozoides son mas susceptibles a la peroxidaciéon lipidica,
independiente de la edad, ademas durante el otofio-invierno presenta niveles mas
altos de proteinas y antioxidantes en el plasma seminal. Todos estos datos nos
muestran que para realizar un método de criocongelacion efectivo, es necesario
considerar diferentes variables, lo que ha llevado al desarrollo de una gran variedad
de protocolos para lograr mejorar la viabilidad espermatica, pero a la fecha, sin
resultados evidentes (Fraser et al., 2016).

2.2.4. Crioprotectores

Para poder crio conservar diferentes tipos célulares se requiere el uso de agentes
crioprotectores (Stewart y He, 2019), los cuales no previenen los cambios de fase
de la membrana de liquido a gel, lo que implica que no reemplazan las moléculas
de agua que interactuan con las cabezas de los fosfolipidos al congelarse.
Akhoondi (2012) y Oldenhof (2013), mencionan que los crioprotectores disminuyen
la tasa de deshidratacion durante la congelacidén y permiten que la deshidratacion
continue hasta llegar a temperaturas bajo cero, lo que ayuda a las células a
responder osmoticamente durante la formacion de hielo extracelular, disminuyendo
la probabilidad de formar hielo intracelular (en Sieme et al., 2015). En estudios con
modelos de liposomas realizados por Oldenhof (2013), revelaron que los
protectores permeables como el glicerol estabiliza las membranas, previniendo la
fuga de los solutos intra liposomales inducidos por la congelacidén, mientras que los
disacaridos no permeables y la yema de huevo no lo hacen (Sieme et al., 2015).

Oldenhof (2013) ademas menciona que la yema de huevo, usada a menudo en
los diluyentes de congelacion, no afecta las propiedades del estado vitreo ni
estabiliza las membranas durante la congelacion y descongelacion, que mas bien
sus efectos protectores probablemente se pueden atribuir segun Bergeron vy
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Manjunath (2006) a la transferencia de lipidos y colesterol entre la yema y los lipidos
de la membrana espermatica (en Sieme et al., 2015).

1.- Crioprotectores permeables: Se introducen a la célula, reduciendo la
concentracion de electrolitos disminuyendo el grado de contraccion osmotica a
bajas temperaturas segun Mazur (1984), como por ejemplo el glicerol, el dimetil
sulfoxido (DMSO), el dimetil acetamida, el propilen glicol o el etilen glicol, sin
embargo, concentraciones altas son potencialmente toxicas (Yeste et al., 2017,
Hezavehei et al., 2018). Hasta el momento el glicerol se utiliza como parte de los
agentes crioprotectores para semen de cerdo en un porcentaje no mayor al 3%, ya
que es potencialmente toxico al generar cambios estructurales en la teca perinuclear
y acumularse en un derivado toxico conocido como metilglioxal (Arenas, 2008).

2.- Crioprotectores no permeables: No pueden penetrar la membrana
plasmatica, por lo que su efecto es a nivel extracelular, induciendo deshidratacién
de la célula y por lo tanto disminuye la cantidad de cristales de hielo intracelular;
ejemplo de ellos son azucares como la rafinosa, lactosa, fructosa, glucosa, y
trehalosa (Hezavehei et al., 2018). Los sacaridos aumentan la tonicidad del medio
de congelacion, estabilizando las proteinas y la bicapa lipidica mediante la
interaccion especifica, modulando la fluidez y estabilidad de la membrana durante
el proceso de congelacién. Tanto la sacarosa como la trehalosa se han utilizado en
medios de congelacion ultrarrapida (vitrificacion) en espermatozoides de mamiferos
con efectos positivos (Pezo et al., 2020).

2.2.4.1. Trehalosa

La trehalosa en un disacarido (342Da) formado por un enlace 1,1 glucosidico de
dos moléculas de D-glucosa, es considerado un azucar no reductor por lo que le
confiere mayor estabilidad, no téxico, y presente en organismos capaces de resistir
los cambios de temperatura extrema como el frio y la desecacién, por ejemplo, las
levaduras, nematodos, tardigrados y algunos insectos (Chen et al., 2001; Lee et al.,
2018; Stewart y He 2019).

Dadas las caracteristicas benéficas de la trehalosa, se ha utilizado ampliamente
como crioprotector no permeable en diferentes tipos celulares (Silva et al., 2015);
como por ejemplo, en células dendriticas (Shinde et al., 2019), eritrocitos, células
mesenquimales, células de la granulosa ovarica (Zheng et al. 2018); en especial en
los espermatozoides de cerdo se ha descrito que la trehalosa adicionada a una
concentracion de 250mM en los diluyentes de crio conservacion, ha logrado
disminuir el porcentaje empleado de glicerol al 1% y mejorar la viabilidad en un
42.25% + 4.24 y la integridad acrosomal se mantiene en un 70% después de la
descongelacion (Gutiérrez, 2009).

El efecto benéfico de la trehalosa en organismos que presentan anhidrobiosis
[estado reversible en donde disminuye el metabolismo inducido por la desecacion y

26



reanudado tras la rehidratacion (Horikawa et al., 2009)] esta relacionado a la
ubicacion de ella, la cual esta de forma intracelular, sin embargo éste disacarido no
es sintetizado por células de mamiferos, ademas de ser naturalmente impermeable
por lo que no puede atravesar la membrana plasmatica, por ello la busqueda de
utilizar diferentes técnicas para lograr la liberacion intracelular de la trehalosa. Por
ejemplo, se sabe que la internalizacién de la trehalosa en los espermatozoides de
cerdo mediante la generaciéon de poros en la membrana mejora la integridad
acrosomal en un 27% en comparacion con los crioprotectores de rutina como el
glicerol a una concentracion del 3% (Nieves et al., 2017). Por ello la internalizacion
de la trehalosa (Figura 7) ha llevado a los investigadores a generar diferentes
técnicas para lograrlo (Cuadro 1), en la siguiente tabla se muestra un resumen de
las diferentes técnicas que hasta el momento se han utilizado (Stewart y He 2019):

Ultrasonido {

Internalizacion de la
Trehalosa (©)

Polimeros y péptidos

Transicion de fases de los
fosfolipidos
(térmico, osmético o
estrés eléctrico)

N

Liposomas

Nanoparticulas

Endocitosis en
fase fluida

Microinyeccion

Generacion de
poros y canales

Transportador

Ingenieria de
TRET1

la Trehalosa

Figura 7: Esquema de las diferentes técnicas utilizadas para la internalizacion de la trehalosa con el objetivo de mejorar la
resistencia a cambios extremos de temperatura. El esquema muestra la posible internalizacion por inyeccion
intracitoplasmatica, generacion de poros temporales en la membrana plasmatica, o utilizar mecanismos propios de la célula
como la endocitosis favorecida por la temperatura o por moléculas de tamafio muy pequefio como las nanoparticulas
elaboradas con polimeros, péptidos o liposomas. También se puede observar que se ha buscado favorecer la expresién de
genes para la sintesis de trehalosa (Stewart y He 2019).

Cuadro 1: DIFERENTES FORMAS DE ENTREGA INTRACELULAR DE LA TREHALOSA PARA MEJORAR LA VIABILIDAD (Tomado y
modificado de Stewart y He 2019).

Técnica

Objetivo

Caracteristicas y ejemplos

Transicion de fases
de los fosfolipidos

Objetivo: Aumentar la
permeabilidad de la membrana
durante la transicion de fases
utilizando  estrés  térmico,
osmético y eléctrico.

Ventajas: Control de la
concentracién de trehalosa

Estrés térmico: Se utiliza una alta concentracién de trehalosa durante el
enfriamiento, las membranas pierden la permeabilidad selectiva y se difunden
gracias al gradiente de concentracion.

Estrés osmotico inducido: Se logra deshidratando a la célula en soluciones
hiperténicas y dspués en soluciones hipotdnicas ricas en trehalosa alcanzando
concentraciones intracelulares de 43.2mM por ejemplo en glébulos rojos sin
embargo hay pérdida de la viabilidad (Zhou et al. 2008). También se usa la
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utlizada y aumenta la

permeabilidad.

Desventajas: La permeabilidad
no es especifica, toxicidad y
pérdida de la estabilidad de la
membrana.

capacidad celular para regular el volumen por la activacién de canales con
soluciones hipoténicas por ejemplo un medio de 100mOsm la permeabilidad
aumenta a carbohidratos monoméricossin alcanzar concentraciones altas de
trehalosa.

Estrés eléctrico inducido: También conocida como electroporacion o
electroinyeccion para elevar la permeabilidad de forma transitoria con hasta
100mM en periodos cortos de incubacién (10-15min) sin embargo disminuye la
viabilidad.

Endocitosis en fase
liquida

Objetivo: Favorecer la
endocitocis con la generacién
de vesiculas.

Ventaja: Aprovecha el proceso
de absorcién natural.

Desventaja:  Tiempos de
incubacién largos y cargas
pequefias de trehalosa

El proceso involucra la incubacién de las células con la presencia de altas dosis
de concentracion extracelular de trahelosa, por ejemplo Wolkers et al. (2001)
mostraron que la carga de trehalosa en plaquetas humanas con una incubacion
de 370C alcanza el 60% despuésde 4 horas de incubacién con una concentracion
molar de 15mM mejorando la recuperacion después de la liofilizacién en un 88%.
Oliver et al. (2004) observo que las céulas madre mesenquimales humanas
absorben la trehalosa dependiendo de la temperatura, el tiempo de incubacién y
concentracién logrando una carga de 20-30mM en el citoplasma.

Expresién génica

Objetivo:  Que la célula
sintetice de forma endégena a
la trehalosa.

Ventaja: Expresion enddgena
de la trehalosa.

Desventaja: Los vectores
pueden ser toéxicos ademas de
generar modificaciones
genéticas en la célula.

Esta técnica se logra con la transfeccién de genes que se encuentran en
organismos anhidrobiéticos, por ejemplo la Escherichia coli sintetiza a la trehalosa
por el locus otsA/B, ésta secuencia codifica otsA (trehalosa 6- fosfato sintasa) que
cataliza la sintesis de trehalosa 6-fosfato y otsB (trehalosa 6 fosfato fosfatasa) que
cataliza la formacion de trehalosa segun Kaasen et al. (1994).

En estudios de Garcia de Castro et al. (2000) la transfeccion de los genes a lineas
celulares de fibroblastos de ratén después de un choque térmico alcanzé un
maximo de 80mM de trehalosa, disminuyendo drasticamente a las 30h sin
embargo no sobreviven a la desecacion ni lioconservacion.

Generacioén de poros
y canales

Objetivo: Generar poros en las
membranas para permitir la
internalizacion de la trehalosa
gracias al gradiente de
concentracion.

Ventaja: Es un proceso
reversible y se puede controlar
la concentracioén de la solucion
con trehalosa.

Desventaja: La permeabilidad
no es especifica, uso de
proteinas bacterianas y se
pueden activar de mecanismos
apoptéticos y necrosis.

Se utiliza un agente poroso derivado de una endotoxina de Staphyloccus aureus
modificada llamada a-hemolisina, en estudios de Torner y colaboradores
mostraron concentraciones de trehalosa intracelular de hasta 0.5M durante una
hora de exposicion en fibroblastos y queratinocitos y permitié la crioconservacion
como unico crioprotector con una viabilidad del 80 y 70% respectivamente. Sin
embargo, para la utilizacién es necesario la eliminacién de las proteinas para un
uso clinico y evitar una respuesta inmune no deseada (en Eroglu, 2002).

También se ha descrito que la utilizacion de estreptolisina O (SLO) cuya toxina
producida por estreptococos se puede utilizar para generar poros en la membrana
plasmatica de los espermatozoides de cerdo, permitiendo la probable
internalizacién de la trehalosa a 100mM ello mejorando la integridad del acrosoma
después de proceso de crioconservacion (Nieves, 2012).

También se ha probado con la activaciéon de receptores transmembranales como
el P2X7 (también llamado P2Z)con el fin de generar poros no selectivos que
permitan la entrada de moléculas pequefias, éste es un receptor purinérgico, es
decir que se abren ante la presencia de ATP extracelular y se cierran con la
adicion de magnesio. Se encuentran distribuidos en diferentes células y tejidos.
Elliot et. al. (2006) lograron concentraciones de hasta 50mM en macréfagos de
raton, ello mejorando la supervivencia en condiciones de deshidrataciéon y
humedad, sin embargo el incremento de la trehalosa resulta en disminucién de la
viabilidad.

Transportador
TRET1

Objetivo: Transporte selectivo
de trehalosa.

Ventaja: Es un transportador
especifico de la trehalosa.

Desventaja: Requiere
modificaciones genéticas de la
célula.

Se ha observado que en larvas de Polypedilum vanderplanki durante el estrés
ambientl de desecacion y rehidratacion acumular alrededor del 20% de su masa
seca con trehelosa, por lo que se ha aislado un gen que codifica a un
transportador de trehalosa llamado TRET1 y al ser expresado en ovocitos de ratén
permitié el transporte especifico y bidireccional a través de la membrana (en
Stewart y He 2019).

En estudios por Chakraborty et. al. 2012 (en Stewart y He 2019) encontraron que
el TRET1 en ovario de hamster chino mejora la tolerancia a la desecacion y en
particular mejora la viabilidad en el proceso de crioconservacion.

Micro-injeccién

Objetivo: Introduccion de una

cantidad especifica de
trehalosa en células de
mamiferos.

Se ha logrado en experimentos de Eroglu et. al. (2002) cargar ovocitos humanos
(~100um) con trehalosa, revelando una supervivencia después de la
crioconservacion, sin embargo el enfoque se limita y no se puede utilizar en
células mas pequefias de 20um.
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Ventaja: Introduccion directa y
controlada de la trehalosa en
células de gran tamafio.

Desventaja: No es practico
para muchos tipos celulares.

Polimeros y péptidos

Objetivo: Fabricar complejos
proteicos que faciliten la
interaccion y penetracion de la
membrana plasmatica.

Ventaja: Carga elevada de
trehalosa.

Desventaja: Permeabilidad
inespecifica con  tiempos
elevados de incubacion y alta
toxicidad.

Los polimeros se han investigado para facilitar la interaccién con las membranas
plasmaticas al utilizar polimeros anfipaticos con grupos laterales de acido
carboxilico débilmente ionizable y cadenas hidréfobas. El biopolimero de interés
es la PP50 compuesta de poli L-lisina isoftalmida (PLP) biodegradable injertada
con L-fenilalanina. En glébulos rojos se ha visto una tolerancia a la desecacion y
crio-sobrevivencia, aunque sigue siendo menos efectivo que los crioprotectores
convencionales como el DMSO (en Stewart y He 2019).

Liposomas

Objetivo:  Utilizar  vesiculas
cargadas con trehalosa para
facilitar la interaccion e
internalizacion con la célula.

Ventaja: Biocompatible con las
membranas celulares.

Desventaja: Cargas pequefas
de trehalosa y baja estabilidad.

Se utiliza la formacién de liposomas, cuya estructura esférica estd compuesta por
una bicapa lipidica que puede se utilizado como vehiculo ya que puede contener
a la trehalosa, gracias a la biocompatibilidad con las células ello las ha colocado
como estructuras seguras para internalizarlas de forma segura al citosol, sin
embargo Unicamente son capaces de contener cargas micromolares, alrededor
de 15mMy ello podria ser suficiente para proporcionar cierta proteccién contra las
criolesiones en glébulos rojos, sin embargo aun no son datos concluyentes (en
Stewart y He 2019).

También se ha descrito que mejora la criopreservacion si se utiliza a los liposomas
cargados con trehalosa y trehalosa extracelular y bajas concentraciones de
DMSOen células de condén umbilical (Motta et al. 2014).

Nanoparticulas

Objetivo: Elaborar particulas
en un rango de 100nm
cargadas con trehalosa.

Ventaja: Transporte especifico
de altas cantidades de
trehalosa utilizando el proceso
de endocitosis sin modificacién
de la célula.

Desventaja: Tiempos largos de
incubacion.

La investigaciéon en el campo de la nanotecnologia ha despertado interés cuya
aplicacion va desde la seguridad alimentaria o hasta la medicina. Las
nanoparticulas se han investigado como vehiculos de farmacos para la
administracion de quimioterapia, gracias a ello éste enfoque se ha utilizado para
la carga de trehalosa y lograr altas concentraciones de trehalosa intracelular.
Zhang et al. (2010) desarrollaron nanocapsulas de hidrogel sintetizadas a partir
de Pluronic F-127, permitiendo la liberacién de trehalosa en el citoplasma con
temperaturas de 37 y 22°C en fibroblastos con hasta 0.3M con incubaciones de
40min. Sin embargo el proceso de sintesis es complejo y largo. Por ello los mismo
investigadores mejoraron la nanoconstrucciéon mediante el uso de quitosano como
agente reticulante.

De esta forma, el avance en el desarrollo de diferentes enfoques para la
introduccion de la trehalosa en las células, ha generado una variedad de ensayos,
siendo atractivo entre ellos el mediado por nanoparticulas. Ello debido a que este
procedimiento podria ofrecer la ventaja de eliminar a los crioprotectores con alto
nivel de toxicidad como lo es el DMSO (Dimetilsulfoxido) o el glicerol (Stewart y He
2019), ya sea para su empleo en los espermatozoides o en otros tipos celulares.

2.3 Nanoparticulas

Las nanoparticulas (NPs) desde el punto vista de la fisica son consideradas con
un tamafo menor a 100nm, aunque se pueden encontrar con mayor tamano (Rakhi
et al., 2014; Falchi et al., 2018). En particular para las nanoparticulas poliméricas se
consideran con un tamafo inferior a 1000nm, generalmente estan en un rango de
10 a 500nm (Gomez, 2014).
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Las NPs pueden ser elaboradas con una gran variedad de materiales, como
metales, polisacaridos y proteinas (Cuadro 2) (Barkalina et al., 2014; Rakhi et al.,
2014; Falchi et al., 2018). Dependiendo de ello, se pueden clasificar en cuatro
grupos: metales, polimeros, compuestos naturales y materiales nano estructurados
requiriendo diferentes técnicas segun el grupo (Hill y Li, 2017).

Cuadro 2: Algunos de los nanomateriales utilizados en la biomedicina
(modificado de Barkalina et al., 2014).

Clase Subclase Material Estructura Descripcion
Nanoesfera cerrada
Lividos Fosfolipidos Liposomas compuesta por una bicapa
Pt de fosfolipidos
Micelas Monocapa de fosfolipidos
. Nanoesfera compuesta
Nanoparticulas . S
. A AN o por un nucleo lipidico
- Lipidos solidos lipidicas solidas o
Organicos estabilizado por
(SLN) 2
surfactantes o polimeros
Acido poli-lactico-co-
glicdlico (PLGA)
Polimeros Poli-L-acido lactico Nanoparticulas
(PLA) Estructura con formas
s variadas, pueden sr
Quitosan
menores a 100nm
Oro
Metales Plata Nanoparticulas
Platino
Cadmio Nanocristales
Semiconductores Selenio Puntos cuanticos semiconductores con
: propiedades Opticas
Nanoesferas huecas,
Inorganicos formadas por atomos de
Fullerenos .
. . carbén que forman una
Carbon Carbon .
jaula
Estructura cilindrica
Nanotubos
menor a 100nm
Estructura con varias
Otros Mesosporus silica Nanoparticulas formas con un diametro

de poros de 2 a 50nm

Las NPs elaboradas con compuestos naturales son materiales que provienen de
la naturaleza como por ejemplo polimeros o proteinas naturales, ello las hace mas
biocompatibles y biodegradables; ademas las nanoparticulas naturales vy
nanoestructuradas comparten muchas ventajas y pueden servir como la unica
unidad de funcionamiento o portadores de medicamentos o nutrientes, sin embargo,
podrian provocar toxicidad si no se disefian adecuadamente en los sistemas
biolégicos (Hill y Li 2017).

2.3.1. Nanoparticulas poliméricas

Segun el método de elaboracion existen dos tipos de nanoparticulas poliméricas,
las nanoesferas y las nanocapsulas. Las nanoesferas son sistemas matriciales en
donde el farmaco esta disperso en una matriz polimérica. Los polimeros
biodegradables liberan el farmaco a través de difusién por poros en la matriz, por
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degradacion o erosion del polimero. En contraste, las nanocapsulas van a liberar
su contenido depende de su naturaleza quimica (Gomez, 2014; Urrejola et al.,
2018).

Existen diferentes métodos para la sintesis de nanoparticulas que permiten el
encapsulamiento de moléculas hidrofobas e hidrofilicas. Los métodos mas
utilizados son el de emulsién/evaporacion, doble o multiple emulsién, de difusion
emulsificaciéon y el método de nano precipitaciéon. En la fabricacion de algunas
nanoparticulas se utilizan componentes toxicos que deben ser eliminados, limitando
con ello su aplicacién en experimentos con organismos vivos (Urrejola et al., 2018).

2.3.2. Quitosan

El quitosan o quitosano (2-amino-2-deoxi-B-D-glucosa) es un polisacarido natural

(Exposito 2010; Rodriguez et al., 2010) obtenido a partir de la quitina, siendo un
material biologicamente compatible, mucoadhesivo, con actividad bactericida,
antioxidante, y de facil elaboracion para la obtencién de nanoparticulas poliméricas.
Por ello ha sido utilizado para la administracion de farmacos e ingenieria de tejidos
(Kean y Thanou, 2010; Valadez, 2017; Schimpf et al., 2019).

El quitosan se puede obtener con diferentes grados de desacetilacion (DD) y
diferentes pesos moleculares, lo que se ha relacionado con su capacidad citotoxica,
encontrandose que el quitosan con un peso molecular menor a 10KDa y grado de
DD del 40% al 60% no presenta toxicidad, también se ha descrito que tanto para
células pancreaticas, fibroblastos y tejido pulmonar no existe toxicidad utilizando un
peso molecular de 2 a 20KDa con 85-90% DD. (Kean y Thanou, 2010; Schimpf et
al., 2019). En el caso de espermatozoides se sabe que los oligos de quitosan no
afectan la motilidad, morfologia de la membrana, ADN y hasta existe una
disminucion de los radicales libres cuando son incubados durante una hora
(Schimpf et al., 2019).

Debido a su caracter catidnico y sus propiedades gelificantes, el quitosano se
utiliza en la industria farmacéutica para el desarrollo de sistemas de liberacién de
farmacos (Rodriguez et al., 2010), por lo que es usado como un vehiculo de
moléculas, protegiendolas y liberandolas de forma controlada. Por ejemplo, en las
células epiteliales, las microesferas de quitosano son sistemas que mejoran y
promueven la absorcion de farmacos hidrosolubles a través de las membranas
epiteliales. Para su elaboracién se han descrito diferentes métodos, algunos de ellos
se mencionan a continuacion:

1.- Reticulacién en emulsion (agua/aceite): En éste método el monémero
es emulsificado bajo agitacién en una fase continua donde no es soluble. En este
proceso la solucion de quitosan en acido acético es mezclada en parafina liquida,
utilizando un surfactante y se utiliza un agente reticulador como el glutaraldehido, el
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cual estabiliza los polisacaridos en la fase de aceite, después se filtran con un
hidrocarburo (n-hexano) y lavado con alcohol (Nufiez, 2013; Valadez, 2017).

2.- Precipitacion: Este método utiliza una solucion de quitosan en un
ambiente acido, el cual es rociado (con una compresora de aire) con metanol o
etanodiamina, el cual formara pequefios gotas membranosas, las cuales son
separadas y purificadas por filtracion y centrifugacion (Valadez, 2017).

3.- Polimerizacién y nucleacion homogénea: Se aplica cuando el
monomero es soluble en la fase continua, la nucleacion y polimerizacion ocurre
directamente en esta fase, formando cadenas primarias llamadas oligomeros. Tanto
las micelas como las gotas actuan como reservas de mondmeros durante el
crecimiento de la cadena polimérica, cuando alcanzan una longitud se precipitan y
forman particulas primarias, se estabilizan por las moléculas de surfactante
provistas de micelas (Rangasamy, 2011).

4.- Gelificacion idnica: Este método involucra la mezcla de dos fases
acuosas, una es el polimero como el quitosan y la otra fase contiene tripolifosfato.
En éste método las cargas positivas del grupo amino del quitosan, interactuan con
las cargas negativas del tripolifosfato, formando coacervados de tamafo
nanomeétrico. Los coacervados se forman por la interacciéon electrostatica entre las
dos fases, sin embargo la gelacion idnica implica la transicion del material de liquido
a gel (Nagavarma et al., 2012).

2.3.3. Nanotecnologia y reproduccion

Los trabajos encaminados en el area de la reproduccion utilizando como
herramienta a las nanoparticulas, se han enfocado en diferentes aspectos, como la
purificacion y seleccidn de espermatozoides de alta calidad, efectos antioxidantes
de las NPs, efectos toxicos, capacidad de internalizacion en experimentos in vitro 'y
su aplicacion para la crio conservacion (Falchi et al., 2018).

En el caso de las NPs de 6xido de hierro recubiertas con lectinas se han utilizado
para la purificacion y clasificaciéon de espermatozoides de humano, toro y cerdo, al
exponerlos a un campo magnético. Con este mismo procedimiento se pueden
detectar defectos en la membrana, por ejemplo la presencia de ubiquitina, o
biomarcadores de anexina V (Hill y Li 2017, Falchi, 2018).

Por otra parte, las propiedades antioxidantes de las NPs son consideradas
valiosas, ya que se ha propuesto que al utilizarlas en la criopreservacion podrian
disminuir el estrés oxidativo. Por ejemplo las NPs de 6xido de Cerio (CeO2) pueden
capturar especies reactivas de oxigeno, favoreciendo la proteccion de las
membranas celulares y el ADN (Falchi et al., 2018).
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Las NPs de “mesosporus silica” (MSNP) estan siendo probadas y utilizadas en
diferentes especies domésticas; en especial para realizar sexado de
espermatozoides en bufalos, carneros, cabras, cerdo, perro, gato, venado, delfin y
humanos (Barkalina et al., 2016, Falchi et al., 2018).

En el tratamiento de infecciones, el uso de NPs pueden tener propiedades
antibacterianas, antivirales y antifungicas, gracias a que pueden generan lisis de la
pared microbiana, al penetrar en las células y generar una accién pro oxidante e
inducir la apoptosis, o por la capacidad de suministrar farmacos. También las NPs
son capaces de inducir alteraciones metabdlicas, al aumentar la produccion
intracelular de radicales libres (Falchi et al., 2018).

Las NPs de 6xido de zinc, en células germinales testiculares de raton ejercen una
accion citotdéxica dependiente de la dosis, afectando la maduracion de los
espermatozoides en el epididimo, resultando ser mas sensibles a la toxicidad en
comparacién con la espermatogonia y los espermatocitos. Se reporta estrés
oxidativo y disfuncion del metabolismo energético y que el dafio es reversible.
(Falchi et al., 2018).

Otros trabajos relacionados con la congelacion y el uso de las NPs se encuentran
a las NPs elaboradas con Oxico de Zinc (ZnONPs), quienes no ocasionan cambios
en la motilidad, ni generan reaccion acrosomal después de una hora de incubacion
a 37°C, mantienen la integridad de la cromatina y previenen la peroxidacién de
lipidos durante el proceso de crioconservacion (Ann et al., 2017).

Otro material utilizado para la crioconservacion del semen de verraco han sido
las nanoparticulas poliméricas de quitosan (NPs-Q) o de quitosan como vehiculo de
la trehalosa (NPs-QT), encontrando que las NPs-Q mantienen la viabilidad de entre
21% y 25% sin necesidad de adicionar un medio de conservacion como la yema de
huevo y el gricerol utilizando una concentracion de 100ul/ml en un medio buffer
como es el PBS (Juarez et al., 2018). Abriéndose de posibilidad de que las
nanoparticulas poliméricas de quitosan puedan ser utilizadas como agente
crioprotector y como vehiculo de otros crioprotectores como la trehalosa.

2.3.4. Toxicidad

Hasta el momento se sabe poco sobre los efectos adversos de las nanoparticulas
en la salud reproductiva, sin embargo el interés ha generado un aumento en su
utilizacién, ya que representan una herramienta potencial para la entrega de
moléculas. Las NPs biocompatibles se han utilizado para la entrega selectiva de
farmacos, proteinas, ADN o cualquier tipo de molécula. Se sabe que la toxicidad
esta asociada al tamafo y a los agentes de recubrimiento como por ejemplo grupos
funcionales o carga superficial. La toxicidad genera estrés oxidativo, inflamacion y
dano en el ADN (Das et al., 2016). Por ejemplo las nanoparticulas de silice con un
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tamano de 70nm si afectan la espermatogénesis por estrés oxidativo, dafo
mitocondrial y apoptosis al activar caspasa 3 (Das et al., 2016).

Los diferentes factores involucrados en la toxicidad de las nanoparticulas se
pueden clasificar de la siguiente forma (Das et al., 2016):

1.-Tamafo: Un tamafio “pequeno” puede facilitar el ingreso de las NPs, sin
embargo puede aumentar su toxicidad. Por ejemplo las NPs de oro (AuNPs) con un
tamano de 10-20nm a dosis de 10-100pg/ml causa toxicidad por estrés oxidativo,
apoptosis, necrosis e inhibicion del crecimiento de las espermatogonias (Das et al.,
2016). Otro ejemplo son las NPs de plata (AgNPs) quienes generan una reduccion
mayor en el recuento espermatico si se utilizan con un tamafo de 20nm en contraste
con las de un tamafio mayor (200nm) (Gromadzka et al., 2012).

2.- Composicion quimica: Para la elaboracion de las NPs se utilizan
agentes que pueden favorecer su internalizacion segun su naturaleza quimica, por
ejemplo las nanoparticulas con 6xido de titanio de 21nm (TiO2NP) son mas toxicas
que las nanoparticulas de plata (AgNP) de 20nm sobre las células testiculares
(Asare et al., 2012) al inducir peroxidacion lipidica y dafio oxidativo en el ADN (en
Das et al., 2016).

3.- Agentes de recubrimiento y superficie: Los agentes de recubrimiento
de la superficie de las NPs facilita su absorcion, como lo describié Zhang y Cols.,
(2015) al mencionar que los agentes cationicos de recubrimiento son mas toxicos
en comparacion con los de superficie anidnica o neutros. Ademas los agentes de
recubrimiento de bajo peso molecular muestran menor toxicidad en comparacion
con su analogo (Das et al., 2016).

La internalizacion de las nanoparticulas estan mediadas por diferentes
mecanismos, de los cuales se asocian al tamafio y caracteristicas fisico-quimicas
de las nanoparticulas, asi como el tipo celular al que son expuestas (Figura 8). Por
ejemplo, en macréfagos se ha descrito que la entrada de NPs con un tamaio de
100nm recubiertas por dextrano es por endocitosis dependiente de receptores y que
particulas mas pequefnas (20nm) son captadas por pinocitosis (Kunzmann et al.,
2011). En el caso de los espermatozoides al contener escaso citoplasma, los
diferentes mecanismos de internalizacién serian por endocitosis mediada por
pinocitosis, por canales idnicos, o por mecanismos osmaoticos (Das et al., 2016).
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Figura 8: (A) Se muestran las diferentes vias de internalizacion (fagocitosis, pinocitosis, mediado por caveolas o clatrinas y
difusién) (modificado de Kunzmann et al., 2011), (B) Electrofotomicrografias de un espermatozoide de raton, en la imagen
de la izquierda se pueden observar a las nanoparticulas de oro en la periferia de la membrana plasmatica y en la imagen de
la derecha a las nanoparticulas de plata en la region acrosomal. (C) Se esquematizan los diferentes mecanismo probables
de internalizacion de las nanoparticulas en los espermatozoides (modificado de Das et al., 2016).

Se puede concluir que la toxicidad de las NPs esta representada por dos
mecanismos, el primero por su capacidad internalizante y el segundo, por el estrés
oxidativo y la reduccién molecular de oxigeno que ocasionan (Das et al., 2016). En
especial los materiales inorganicos como el oro o el zinc generan estrés oxidativo,
y dafio en el ADN (Das et al.,, 2016; Liu et al., 2016). Sin embargo, hasta el
momento la informacion existente sobre los efectos toxicos de las NPs no son
concluyentes, pues existen controversias entre los resultados para un mismo
compuesto (Das et al., 2016).
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3. JUSTIFICACION

La crioconservacion de semen de verraco aun significa una limitante tecnologica
importante para ser utilizada en la reproduccién de esta especie. Esto demanda que
se desarrollen enfoques que permitan utilizar nuevas alternativas, por ejemplo, el
empleo de nanoparticulas, con el objetivo de otorgar mayor crio resistencia a las
células y generar una mejora en la viabilidad espermatica sometida al proceso de
congelacion-descongelacion. De manera particular las nanoparticulas poliméricas
de quitosan, ademas de ser facilmente elaboradas, parecen tener cierta actividad
crioprotectora, ya que se ha descrito que tienen un efecto positivo en el
mantenimiento de la viabilidad de los espermatozoides de cerdo sin la adicion del
crioprotector utilizado de forma rutinaria como es el glicerol, e inclusive hasta libre
de yema de huevo. Ademas, el quitosan puede servir como acarreador de moléculas
crioprotectoras, como por ejemplo la trehalosa. El uso de la trehalosa como parte
del diluyente de rutina, ha permitido mejorar la técnica de congelacion ya que se ha
observado que tiene efectos benéficos en la sobrevivencia espermatica.

Sin embargo, para contribuir en la mejora de los protocolos de congelacion en
donde se ha utilizado a éste tipo de nanoparticulas, es importante conocer y evaluar
las propiedades citotoxicas de las nanoparticulas de quitosan y de quitosan
cargadas con trehalosa. Por ello el presente trabajo tiene como objetivo hacer una
evaluacion del empleo de nanoparticulas para la conservacion de la viabilidad del
semen criopreservado de verraco.

4. HIPOTESIS

Se sabe que los espermatozoides de cerdo pueden mantener cierto porcentaje
de viabilidad usando como unico agente crioprotector a las NPs de quitosan y a las
NPs de quitosan cargadas con trehalosa en un medio buffer, por lo que si se logra
identificar los factores asociados a una probable toxicidad de las mismas, ello
permitiria hacer mas eficientes los protocolos de congelacion al evitar el deterioro
en la viabilidad espermatica.
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5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el empleo de nanoparticulas de quitosan (NPs-Q) y nanoparticulas de
quitosan cargadas con trehalosa (NPs-QT) como agente crioprotector en los
espermatozoides de cerdo pre y post congelacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la citotoxicidad de las nanoparticulas poliméricas de quitosan
(NPs-Q) y de quitosan cargadas con trehalosa (NPs-QT) para el
mantenimiento de la viabilidad celular.

e Valoracion del efecto de la adicion de las NPs-Q y de las NPs-QT, en el medio
de criopreservacion, sobre la viabilidad espermatica en las etapas previas a
la congelacion.

e Valoracion del efecto de la adicion de las NPs-Q y de las NPs-QT, en el medio
de criopreservacion, sobre la viabilidad espermatica después de la
congelacion.

e Medicion de NPs elaboradas de quitosan (NPs-Q) y de quitosan cargadas
con trehalosa (NPs-QT).

37



6. MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se desarroll6 en tres etapas: 1.- Elaboracion y medicion de
las NPs-Q y NPs-QT, 2.- Pruebas de toxicidad en etapas previas a la congelacion y
durante la refrigeracion, y 3.- Congelacion de los espermatozoides empleando NPs-
Q y NPs-QT.

6.1. Obtencion de las muestras

Se obtuvieron veinte eyaculados de siete sementales sexualmente maduros,
pertenecientes al Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension de Produccion
Porcina (CEIEPP) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia 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 filtré con una
doble gasa estéril. Los eyaculados se diluyeron 1:1 (Vol:Vol) en medio Androhep®y
se transportaron al laboratorio de investigacion del Departamento de Morfologia de
la FMVZ-UNAM, en una caja de poliuretano. Una vez en el laboratorio se evaluo la
concentracion espermatica, motilidad, viabilidad e integridad acrosomal (las tres
ultimas valoraciones se realizaron en la mayoria de las pruebas de toxicidad y
después de la congelacion (ver el punto 6.6).

La concentracion espermatica se calculd por conteo con hematocitdmetro
(camara de Newbauer), con un factor de dilucién de 21 (25ul de semen diluido en
500pl de Triton X-100 al 1% diluido en PBS), 10,000 por la dimensién de la camara
y 5 por el numero de cuadros contabilizados, empleando la siguiente formula:

(# Espermatozoides)*(21)*(10,000)*(5) = [ ] de espermatozoides por mL

6.2. Primera etapa: Elaboracion y medicién de nanoparticulas
poliméricas

Se utilizé el método modificado de gelificacion ionica con tripolifosfato (TPP) por
goteo (Valadez, 2017), se utilizé quitosan (Chitosan®Sigma-Aldrich) de bajo peso
molecular (50-190KDa) con un porcentaje de desacetilacion =275% a una
temperatura promedio de 23°C.

6.2.1.- Elaboraciéon de NPs-Q: Se prepararon con tres variaciones en su

preparacion, con ello se obtuvieron tres grupos: NPs-Q sin filtrar (NPs-Q-SIN FIL),
filtradas (NPs-Q- FIL) y centrifugadas y filtradas (NPs-Q-CEN- FIL) Ver diagrama 1.
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Diagrama 1: Procedimiento para la elaboracion de NPs-Q
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disuelto en acido acético al 1%.
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(Tomado y modificado de Ramirez et al., 2020)

6.2.2.- Elaboracion de NPs-QT: Se utilizo el procedimiento descrito para las
NPs-Q del punto 6.2.1. La trehalosa (0.3% 0.075g) se agregé después de haberse
filtrado la soluciéon con quitosan con la membrana de 0.45um (paso numero 3 del
diagrama 1), finalmente al realizar el segundo filtrado (paso niumero 5) se utilizé una
membrana de 0.45um de Nylon ACRODISC PALL con la ayuda de una jeringa de
3ml.

6.2.3.- Medicion de NPs-Q y NPs-QT: Para obtener el tamario de particula
se utilizé el analisis de dispersion dinamica de la luz (DLS) con un equipo Coulter
Scientific instruments N4Plus.

39



6.3.- Segunda etapa: Pruebas de toxicidad previas a la congelacion
y durante la refrigeracion

6.3.1.- Pruebas de toxicidad para las NPs-Q: En las pruebas de toxicidad
se utilizaron alicuotas de semen a una concentracion de 35x10° células/ml, las
cuales se centrifugaron a 1500rpm (800g) durante 10 min para eliminar el medio de
transporte y liquido seminal. Una vez reconstituida la pastilla en uno de los dos
medio de incubacién seleccionados DPBS (DPBS™ Gibco) o BTS (BTS® KUBUS,
S.A) se realizaron evaluaciones repetidas sin NPs (TO: “Tiempo 0”) y una vez
agregadas se tomaron muestreos durante cada hora hasta cumplir un total de 3hr
(1, 2, 3 horas “T1,T2 y T3”). Ademas se evaluaron diferentes concentraciones (0,
40, 50, 100, y 150 ul /ml) incubando a las células a una temperatura de 37°C. Para
cada una de las evaluaciones de las diferentes unidades experimentales se
consider6, motilidad, viabilidad e integridad acrosomal (M/V/IA). En el diagrama 2
se muestra el disefio factorial de las variables estudiadas, para ello se utilizaron tres
repeticiones con muestras de cinco animales diferentes y un total de cuatro lotes
diferentes de NPs-Q.

TIPO DE NANOPARTICULA MEDIO CONCENTRACION TIEMPO DE INCUBACION VIABILIDAD
De Quitosan INCUBACION
* * * * *

e 40 ul/mi 0 st 7 » T3 > MV/IA
A'lw s0utjmt » 10 » 11 > 12 T3 MAVIA
BTS 4'7' ly 100 ul/ml o T T2 311" MNVIA
v S|, 150ut/mi 0 » 11 » 12 T MVIA
~la Oul/ml CONTROL —-{* TO T n” ™ MAVIA

NPs-Q-SIN-FIL
¥ 40 ul/mi > 10 » 11 » T2 > 13— MVIA
~a A" sout/mi » 10 » 11 » 12 > T3 MVIA
DPBS <[ |* 10ut/mt 0 T n” » 13 MV/IA
Yo 150 l/mi 0 » 11 » 12 » T3 > MV/IA
A 0 ul/ml CONTROL 1 T0 L5 n” ™ MAVIA
v 40 ul/mi 0 »T1 » T2 T MVIA
“|w s0utymt » 10 » T » T2 » T3 > MV/IA
& w100 ut/mi 0 » 11 » 12 » T3 e MVIA
BTS <f-a 150 ul/mi 0 st irl B e MAVIA
4 A 0 ul/ml CONTROL % T0O » 11 » T2 » T3 > MV/IA

NPs-Q-FIL

¥ 40 ul/mi 0 » 11 » T2 > 13— MVIA
~A A soutymi » T0 » 11 > 12 » T3 MV/IA
DPBS <> 100ut/mi 0 T n” T MVIA
o 150 ul/mi 0 » 11 » 12 T MVIA
0 ul/ml CONTROL —H» TO L5t 7 ™ MV
& A0uljml » 10 » 11 n” T > MVIA
v 50 ul/mi 0 n n” T3> MV/IA
» ] 100ut/mi 0 » 11 » T2 » T3 > MVIA
BTS S 150 ul/mi T » T1 7 > T3~ MV/IA
a0 ul/ml CONTROL % TO > 1 > 12 > T3 MVIA

NPs-Q-CE-FIL
A & 40 uljml » 10 » T n” > T3 —Hp  MVIA
v 50 ul/mi » 0 n ” e MVIA
DPBS &[> 100ui/mt 0 » T » T2 » T3 e MAVIA
s 150 ul/mi 0 » 11 » 12 > T3> MV/IA
4 0 ul/ml CONTROL % TO » 11 » 12 > 13 MVIA

Diagrama 2: Disefio factorial (3x2x5x4 completamente al azar, el nimero “3” se refiere a los tres tipos de
NPs-Q sin filtrar [NPs-Q-SIN FIL], filtradas [NPs-Q- FIL] y centrifugadas y filtradas [NPs-Q-CEN-FIL], el
numero “2” se refiere a los dos medios de incubacion [DPBS Y BTS), el numero “5” corresponde a las

concentraciones [0, 40, 50, 100, y 150 ul /ml], y el nimero “4” corresponde a los cuatro muestreos
consecutivos cada hora durante la incubacion in vitro [TO, T1, T2 y T3]. En la ultima columna se abreviaron las
variables de estudio [M = Motilidad, V= Viabilidad y la A= integridad acrosomal] que se evaluaron en cada uno
de los tiempos y se representé con un asterisco.
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6.3.2.- Pruebas de toxicidad para las NPs-QT: Estas pruebas se realizaron
una vez que se seleccionaron las condiciones con base a los resultados del punto
6.3.1. Es decir, una vez que se determin6 estadisticamente cuales fueron las
condiciones para el empleo de las NPs-Q que no ocasionaron toxicidad sobre las
células espermaticas.

6.3.3.- Pruebas de toxicidad para las NPs-Q y NPs-QT durante el
enfriamiento: Tomando en consideracion observaciones preliminares (Ramirez et
al., 2020) donde se observo una disminucion de la motilidad por la adicion de NPs-
Q, en éste punto unicamente se evaluo la viabilidad y la integridad acrosomal de los
espermatozoides expuestos a los dos tipos de nanoparticulas (NPs-Q y NPs- QT) a
16°C y 5°C durante una hora.

6.4.- Tercera etapa: Congelacién

En esta seccion se utilizaron diferentes protocolos de congelacion incluidos los
de rutina y con modificaciones al agregar NPs. Se incluyeron dos protocolos de
rutina, el primero descrito por Cérdoba y modificado por Gutiérrez, 2009 y el
segundo utilizado por Nieves (2012). En el siguiente listado se presenta el
procedimiento utilizado para cada uno de ellos, los resultados de experimentos
preliminares nos permitieron agregar cinco grupos adicionales (grupos D, E, F, Gy
H) en los que se modificaron los tiempos de exposicion con las NPs y la temperatura
utilizada, ya que se observé que la temperatura y el tiempo de incubacién fueron
factores importantes para mantener la viabilidad y la integridad acrosomal (Ramirez
et al., 2020).

6.4.1.- Protocolo de congelacién lenta de rutina

6.4.1.1.- “Grupo A”: Protocolo de congelacién de rutina 1 (control
A + B): Se utilizo el protocolo de congelacién a dos tiempos (refrigeracion y
glicerolizacion) descrito por Cérdoba y modificado por Gutiérrez, 2009. Se
retird el diluyente y el plasma seminal por centrifugacion 800 g (1500rpm)
durante 10 min, se reconstituyo la pastilla con la mitad del volumen final en
el diluyente “A” libre de glicerol (etapa de refrigeracion) ajustando la
concentracion espermatica a 600x10° espermatozoides/ml cada uno de los
tubos se envolvieron en gasas humedas dentro de un recipiente con agua
previamente atemperado a 16°C. Una vez estabilizadas a 16°C durante un
periodo de dos horas se colocaron en refrigeracion a 5°C durante dos horas,
posteriormente se agrego la segunda mitad del diluyente (fraccion B, etapa
de glicerolizacion), adicionandolo de forma gradual en cuatro tiempo (5,10,15
y 20%) del volumen total en intervalos de 10min entre cada adicion.
Inmediatamente después se almacenaron en pajillas de 0.5ml selladas con
alcohol polivinilico, logrando una concentracion final de 300x10°
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células/pajilla. Después las pajillas se expusieron a vapores de nitrégeno
liquido (-130 a -150°C) durante 20 minutos con su almacenamiento posterior
en un tanque de nitrégeno liquido (-196°C) durante 15 dias.

La formulacién del diluyente A y B se realizd el mismo dia de la
congelacion, para los cuales se utilizé a la yema de huevo como parte del
diluyente. Se extrae la yema de huevo libre de clara y chalazas con una
jeringa estéril la cual se adiciona junto con el resto de los ingredientes
previamente vertidos (Cuadro 3). Las dos fracciones se centrifugan a 800g
(1500rpm) durante 10 minutos para recuperar el sobrenadante, y una vez
recuperado, se ajusta el pH en un rango de entre 6.8 a 7.2, empleando un
potencidometro (HANNA Instruments HI 2211 pH/ORP Meter).

Cuadro 3: Diluyente de congelacién de rutina 1(Nieves, 2012)

Ingredientes Diluyente A Diluyente B
Dextrosa (g) 0.399 0.399
Yema de huevo (20%) ml 1 1
Gentamicina (ml) 0.05 0.05
Glicerol (3%) ml - 0.3
Agua desionizada cbp (ml) 5 5

6.4.1.2.- “Grupo B”: Protocolo de congelacién de rutina 2 (control
A + B + trehalosa): Se utilizo el protocolo de congelaciéon a dos tiempos
(refrigeracion y glicerolizacion) descrito por Gutiérrez, 2009. Se retir6 el
diluyente y el plasma seminal por centrifugacion 800 g (1500rpm) durante 10
minutos, se reconstituyd la pastilla con la mitad del volumen final en el
diluyente A libre de glicerol y adicionado con trehalosa (etapa de
refrigeracién) ajustando la concentracién espermatica a 600x10°8
espermatozoides/ml cada uno de los tubos se envolvieron en gasas humedas
dentro de un recipiente con agua previamente atemperado a 16°C. Una vez
estabilizadas a 16°C durante un periodo de dos horas se colocaron en
refrigeracion a 5°C durante dos horas, posteriormente se agrego la segunda
mitad del diluyente (fraccion B adicionada con trehalosa, etapa de
glicerolizacién), adicionandolo de forma gradual en cuatro tiempo (5,10,15 y
20%) del volumen total en intervalos de 10min entre cada adicion.
Inmediatamente después se almacenaron en pajillas de 0.5ml selladas con
alcohol polivinilico, logrando una concentracion final de 300x10°
células/pajilla. Después las pajillas se expusieron a vapores de nitrégeno
liquido (-130 a -150°C) durante 20 minutos con su almacenamiento posterior
en un tanque de nitrégeno liquido (-196°C) durante 15 dias.

La formulacién del diluyente A y B se realizd el mismo dia de la
congelacion, para los cuales se utilizé a la yema de huevo como parte del
diluyente. Se extrae la yema de huevo libre de clara y chalazas con una
jeringa estéril la cual se adiciona junto con el resto de los ingredientes
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previamente vertidos (Cuadro 4). Las dos fracciones se centrifugan a 800g
(1500rpm) durante 10min para recuperar el sobrenadante, y una vez
recuperado se ajusta el pH en un rango de entre 6.8 a 7.2, empleando un
potencidometro (HANNA Instruments HI 2211 pH/ORP Meter).

Cuadro 4: Diluyente de congelacién de rutina 2 (Gutiérrez, 2009)
Ingredientes Diluyente A Diluyente B
Trehalosa (250mM) 0.945¢g 0.945¢g
Yema de huevo (20%) ml 2 2
Gentamicina (ml) 100 ug/ml 100 ug/ml
Glicerol (1%) ml - 0.2
Agua desionizada cbp (ml) 10 10

6.4.1.3.- “Grupo C”: Protocolo de congelacién con diluyente A de
rutina libre de glicerol adicionado con NPs-Q o de QT (16°C): Se utilizo
el protocolo de congelacion descrito por Cérdoba y modificado por Gutiérrez,
2009. Se retir6 el diluyente y el plasma seminal por centrifugacion a 800g
(1500rpm) durante 10 minutos, se reconstituyo la pastilla en el diluyente “A”
(Cuadro 3) a una concentracion espermatica de  300x10°
espermatozoides/ml, inmediatamente se agregaron las NPs-Q o de QT
(40ul/ml) a una temperatura de 16°C dejando que la muestra se estabilizara.
Los tubos se envolvieron con gasas humedas dentro de un recipiente con
agua previamente atemperado. Una vez estabilizadas a 16°C por dos horas
se colocaron en refrigeracion a 5°C durante dos horas. Inmediatamente
después se almacenaron en pajillas de 0.5ml selladas con alcohol polivinilico.
Después las pajillas se expusieron a vapores de nitrogeno liquido (-130 a -
150°C) durante 20 minutos para su posterior almacenamiento en tanque de
nitrogeno liquido (-196°C) durante 15 dias.

6.4.1.4.- “Grupo D”: Protocolo de congelaciéon con diluyente A de
rutina libre de glicerol adicionado con NPs-Q o de QT (5°C/10min): Se
utilizé el protocolo de congelacion descrito por Cordoba y modificado por
Gutiérrez, 2009. Se retird el diluyente y el plasma seminal por centrifugacion
a 800g (1500rpm) durante 10 minutos, se reconstituyo la pastilla en el
diluyente “A” (Cuadro 3) a una concentracién espermatica de 300x10°
espermatozoides/ml. Los tubos se envolvieron con gasas humedas dentro de
un recipiente con agua previamente atemperado. Una vez estabilizadas las
muestras a 16°C durante dos horas se colocaron en refrigeracion a 5°C
durante dos horas, sin embargo 10 minutos antes de empajillar y sellar con
alcohol polivinilico se agregaron NPs-Q o de QT (40ul/ml). Una vez
empajilladas se expusieron a vapores de nitrogeno liquido (-130 a -150°C)
durante 20 minutos para su posterior almacenamiento en tanque de nitrégeno
liquido (-196°C) durante 15 dias.
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6.4.1.5.- “Grupo E”: Congelacién lenta en medio BTS libre de
glicerol adicionado con NPs-Q o de QT (5°C): Se utilizo el protocolo de
congelacion descrito por Cérdoba y modificado por Gutiérrez, 2009. Se retird
el diluyente y el plasma seminal por centrifugacion a 800g (1500rpm) durante
10 minutos, se reconstituyd la pastilla en un medio con BTS (BTS®KUBUS,
S.A.) a una concentracidn espermatica de 300x108 espermatozoides/ml. Los
tubos se envolvieron con gasas humedas dentro de un recipiente con agua
previamente atemperado. Una vez estabilizadas a 16°C durante dos horas,
se colocaron en refrigeracién a 5°C e inmediatamente se agregaron las NPs-
Q o de QT (40ul/ml) manteniéndolas durante dos horas, para después ser
almacenadas en pajillas de 0.5ml las cuales fueron selladas con alcohol
polivinilico. Después las pajillas se expusieron a vapores de nitrégeno liquido
(-130 a -150°C) durante 20 minutos para su posterior almacenamiento en
tanque de nitrégeno liquido (-196°C) durante 15 dias.

6.4.2.- Protocolo de congelacion rapida con pre-incubacion
con las NPs-Q o NPs-QT

6.4.2.1.- “Grupo F”’: Protocolo de congelaciéon con NPs-Q o de QT
incubadas a 37°C: Se retiro el diluyente y el plasma seminal por
centrifugacion a 800g (1500rpm) durante 10 min, se reconstituyé la pastilla
en un medio BTS (BTS® KUBUS, S.A.) a una concentracion de 35x10°
espermatozoides/ml para su incubacion con NPs (40ul/ml) a 37°C durante
10min. Una vez transcurrida la incubacién se realiz6 una segunda
centrifugacion y se reconstituyéo en BTS a una concentracién de 300x10°
células/ml para empajillar. Inmediatamente las pajillas se expusieron a
vapores de nitrogeno liquido (-130 a -150°C) durante 20min y se almacenan
en un tanque de nitrégeno liquido (-196°C) durante 15 dias.

6.4.2.2.- “Grupo G”: Protocolo de congelacién con NPs-Q o de QT
incubadas a 16°C: Se retir6 el diluyente y el plasma seminal por
centrifugacion a 800g (1500rpm) durante 10 min, se reconstituyé la pastilla
en un medio BTS (BTS® KUBUS, S.A.) a una concentracion de 35x10°
espermatozoides/ml para su incubacion con NPs (40ul/ml) a 16°C durante
10min. Una vez transcurrida la incubacién se realiz6 una segunda
centrifugacion y se reconstituyéo en BTS a una concentracién de 300x10°
células/ml para empajillar. Inmediatamente las pajillas se expusieron a
vapores de nitrogeno liquido (-130 a -150°C) durante 20min y se almacenan
en un tanque de nitrégeno liquido (-196°C) durante 15 dias.

6.4.2.3.- “Grupo H”: Protocolo de congelacion con NPs-Q o de QT
incubadas a 5°C: Se retird el diluyente y el plasma seminal por
centrifugacion a 800g (1500rpm) durante 10 min, se reconstituyé la pastilla
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en un medio BTS (BTS® KUBUS, S.A.) a una concentracion de 35x10°
espermatozoides/ml para su incubacion con NPs (40ul/ml)) a 5°C durante
10min. Una vez transcurrida la incubacién se realiz6 una segunda
centrifugacion y se reconstituyéo en BTS a una concentracién de 300x10°
células/ml para empajillar. Inmediatamente las pajillas se expusieron a
vapores de nitrogeno liquido (-130 a -150°C) durante 20min y se almacenan
en un tanque de nitrégeno liquido (-196°C) durante 15 dias.

En resumen, el siguiente cuadro nos muestra un resumen de las principales
caracteristicas de los diferentes grupos experimentales utilizados para la
congelacion de semen utilizando NPs (Cuadro 5).

Cuadro 5: Resumen de los diferentes componentes en los diluyentes de congelacion para cada uno de los grupos
experimentales.
. . . . Tiempo de
Diluyente A Diluyente B Diluyente A Diluyente B L
GRUPOS (dextrosa) (dextrosa+glicerol) (Trehalosa) (Trehalosa+glicerol) NPs-Q NPs-QT BTS eézss&cg;n
A X X -
B X X -
Congelacién c N N N 4hrs
lenta de o
rutina D X X X min a
5°C
E X X X 2hrs a
5°C
F X X X 10min a
Congelacion 37°C
ge 10min a
rapida G X X X o
. L 16°C
Preincubacion -
H X X X 10min a
5°C

6.5.- Descongelacion de las muestras

Se realiz6 la descongelacién colocando cada una de las pajillas en bafo maria a
37°C durante 30 segundos, inmediatamente después el contenido de las pajillas fue
colocado en tubos falcon previamente atemperados a 37°C con diluyente BTS, a un
volumen de 1:6 durante 10 minutos a 37°C (Gutiérrez, 2009; Nieves, 2012, Juarez
et al., 2018). Una vez transcurrido el tiempo se tomaron tres muestras para evaluar
motilidad, viabilidad e integridad acrosomal.
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6.6.- Evaluacion de la viabilidad espermatica

Unicamente se consideraron aquellas muestras cuya motilidad era igual o por
encima del 75%, ademas se utilizaron por un periodo no mayor a los tres dias de
refrigeracion.

6.6.1.- Motilidad progresiva: Para evaluar la motilidad se realizé una
valoracion subjetiva del porcentaje de motilidad progresiva, para ello se tomo una
muestra alicuota de 10ulde cada medio de incubacién (35x108
espermatozoides/ml) para la observacién directa al microscopio optico (400x), para
ello se coloco en un portaobjetos atemperado a 37°C, se contabilizé el numero de
espermatozoides que tuvieran motilidad progresiva hasta llegar a un total de 100
células para obtener el porcentaje (Gutiérrez, 2009; Nieves, 2012).

6.6.2.- Viabilidad celular: Se utilizo la tincidn vital de eosina-nigrosina para
valorar el numero de espermatozoides vivos y muertos (Nieves, 2012). Para ello se
tomo6 una muestra alicuota de 40ul de cada uno de los muestreos durante la
incubacion (35x108 espermatozoides/ml) mas 5ul de tincion vital, se incub6 durante
37°C durante 5 min. Cada frotis se realizé con 10ul de muestra y se contabilizé un
total de 100 células para obtener el porcentaje de espermatozoides vivos. La
interpretacion fue “vivos” (no se tifie el citoplasma) o “muertos” (citoplasma
débilmente o fuertemente tefiido) (Nieves, 2012).

6.6.3.- Integridad acrosomal: Se utilizd la tincion azul brillante de
Coomassie (BBC) con la técnica por Larson y Miller (1999). En un tubo eppendorf
se incubaron 40ul de la muestra a temperatura ambiente con 40ul de amortiguador
de paraformaldehido al 4% (en agua desionizada, pH 7.4), durante 10min a
temperatura ambiente, se retiré el paraformaldehido por centrifugacion a 1600g
(3000rpm) durante 4min reconstituyendo la muestra en DPBS, se realizaron dos
lavados adicionales y fueron resuspendidos en cloruro de amonio al 50mM en el
volumen inicial. Se realizaron los frotis y se tifieron en solucion de azul de
Coomassie durante 4min, se lavaron con agua bidestilada para remover el exceso
de colorante, una vez secos los frotis se observaron directamente al microscopio
optico (400x) y se contabilizé un total de 100 células por laminilla. La interpretacion
de la integridad acrosomal fue integra (acrosoma tefiido), y ausente (ausencia del
acrosoma).

7.- ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizo el programa R-Studio version 3.6.3. Para el analisis de los datos que
presentaron una distribucion normal (prueba de hipdtesis de Shapiro-Wilk) se utilizd
un analisis de varianza para medidas repetidas, adicional a ello se aplico el test de
esfericidad de Mauchly’s y la correccion de esfericidad para verificar si las varianzas
de las muestras fueron homogéneas; al encontrar diferencias significativas en el
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ANOVA se aplico las prueba de comparaciones multiples de Fisher (LSD Least
Significant Difference) para evaluar las diferencias significativas entre todos los
grupos.

Finalmente para los resultados de la congelacion que no presentaron una
distribucion normal se utilizo la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis y el analisis
de comparaciones multiples.

8.- RESULTADOS

8.1.- Medicion de NPs-Q y NPs-QT

En el cuadro 6 se muestran los diferentes tamafos en nandmetros (nm) de las
NPs-Q y de las NPs-QT para cada una de las condiciones especificas en su
elaboracion (sin filtrar, filtradas y centrifugadas y filtradas) obtenidas con el analisis
de dispersion dinamica de la luz (DLS). En la tabla se puede observar el indice de
polidispersiéon  (I.P.), promedios, desviacion estandar y el porcentaje
correspondiente a los diferentes tamafos que se encontraron en la suspension. En
gris se resaltan los porcentajes mayores al 40% junto con el tamafo de particula
correspondiente y en rojo se muestra el porcentaje y tamafio que no corresponde al
tamafno nanométrico. En el caso de las NPs-QT sin filtrar aparentemente el 26.3%
no correspondian a un tamano nanométrico. Finalmente el volumen obtenido de
solucién de las NPs-QT filtradas fue muy reducido al existir mayor resistencia en el
proceso de filtrado, lo que representd una limitante en la técnica.

Cuadro 6: Tamafo (nm) de las Nanoparticulas poliméticas segun la técnica de elaboracion.

ILlP. | Promedio DS Porcentajes
SINFILTRAR | 0682 | 3530m | 85.6nm 1742_;‘:ﬁ 2k | oomom e
NPs.Q | FILTRADO 076 | 2706nm | 1155nm 128?:/:“ ;(?é?\: ;gg:fm 5924_1:;"]
CENT/FILT 0617| 107nm | 28.20m :.44‘3:/; I B e G
T oo s | s | 8% | x| s | e | oo | w1 ame T a0
NPs-QT 71.3% | 104% | 183%

FILTRADO 0623 | 114.8nm 145.7nm 41.5nm 205nm 349 2nm

80% 6.2% 1.4% 4% 58% 27%
(CENT/FILT 0588 | G8nm | M3Tom | o4 arm | 41.50m | 120.4nm 205nm | 349.20m | 594.6nm

47



8.2.- Segunda etapa: Pruebas de toxicidad previas a la congelaciéon
de las NPs-Q

En el cuadro 7 se puede observar el resumen de los factores que fueron
significativos para cada una de las variables estudiadas. Se puede observar que la
motilidad se ve afectada por la interaccion de al menos dos factores, el tipo de
nanoparticula junto con el medio de incubacion, adicionalmente por el tipo de
nanoparticula junto con el tiempo de incubacion y la interaccidn de los factores
concentracion, medio y tiempo de incubacion.

La viabilidad espermatica se ve afectada por la interaccion de las variables,
concentracion, medio de incubacion y el tiempo de incubacion y entre el tipo de
nanoparticula, concentracion y tiempo de incubacion.

Con respecto a la integridad acrosomal existe una variacién en cuanto al medio
de incubacion junto con el tiempo de incubacion, pero el factor “Nanoparticula” por
si solo afecta la integridad acrosomal.

Cuadro 7. Resumen del andlisis de varianza para medidas repetidas de las Nanoparticulas de
quitosdn (NPs-Q) durante la incubacién in vitro a 37°C

Variables respuesta y la probabilidad asociada (P<0.05)
Factores y combinaciones

Motilidad Viabilidad Integridad Acrosomal
Nanoparticula P=0.003
Tiempo de incubacién P=0.000 P=0.000 P=0.000
Concentracién P=0.000 P=0.000
Medio de incubacién P=0.000 P=0.000
Nanoparticula/Medio Inc P=0.001
Nanoparticula/tiempo Inc P=0.000 P=0.000
Nanoparticula/Concent
Concen/Tiempo Inc P=0.000 P=0.000
Medio inc/Tiempo Inc P=0.021 P=0.000 P=0.015
Concent/Medio Inc P=0.000 P=0.004
Conc/Medio/Tiempo P=0.000 P=0.015
Nano/Conc/Medio P=0.043
Nano/Conc/Tiempo
Nano/Medio/Tiempo
Nano/Conc/Medio/Tiempo

Se enlistan los cuatro factores involucrados (nanoparticulas de quitosan: sin filtrar, filtradas y centrifugadas y
filtradas; tiempo de incubacién: tiempo 0, tiempo 1h, 2h y 3h; concentracion: 0, 40, 50, 100, y 150 ul /ml;y
medio de incubacion: DPBS y BTS); asi como las diferentes combinaciones entre sus interacciones. En las

columnas de la derecha se observa la probabilidad asociada para las variables respuesta (motilidad, viabilidad
e integridad acrosomal) en donde Unicamente se colocaron las probabilidad que fueron significativas (p<0.05)

y los espacios en blanco los valores no fueron significativos. Las probabilidades subrayadas, son de interés

para el analisis de los resultados dado que la interaccién involucra a la mayoria de los factores en estudio.
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En la grafica 1 se muestra el porcentaje de motilidad en relacion a la
concentracion de NPs, medio de incubacién y tiempo de incubacion. Los resultados
muestran una disminucion significativa de la motilidad (p<0.05) entre el tiempo 0
(TO) con respecto al resto de los tiempos evaluados. La disminucion se da a partir
de una hora de incubacién en un medio con DPBS a la concentracion de 40 ul/ml
de NPs, llegando a una motilidad de 0 a la concentracion de 100 ul/ml. En contraste
en el medio BTS, la disminucion es a partir de las dos horas de incubacion a una
concentracion de 40 ul/ml de NPs sin llegar a una motilidad nula en ninguna de las
concentraciones y tiempos evaluados.
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Grafica 1: Porcentaje de motilidad espermatica para cada una de las concentraciones de NPs (0, 40, 50, 100
y 150 ul/ml) en los dos medios ensayados (DPBS y BTS) a los diferentes tiempos de incubacion TO (sin NPs),
T1 (una hora de incubacion), T2 (dos horas de incubacion) y T3 (tres horas de incubacion). Los asteriscos

solos (+) indican diferencias significativas (p<0.05) intragrupo entre el TO y el T1 y los asteriscos asociados con
lineas indican las diferencias intragrupo asociado con el tiempo de incubacion.

Con respecto a la interaccidn entre el tipo de nanoparticula y el tiempo de
incubacion se encontraron diferencias significativas (p<0.05) a partir de la hora de
incubacion con una diferencia minima de medias de 6.94 (FLSD). La mayor
diferencia en la disminucion de la motilidad fue para las NPs-Q-FIL con una
disminucion del 49.37% y la de menor disminucion fue de 26.43% para las NPs-Q-
SIN-FIL (Cuadro 8).

Cuadro 8: Medias y DS del porcentaje de motilidad asociado al tiempo y tipo de
nanoparticula
NPs-Q-SIN-FIL NPs-Q-FIL NPs-Q-CEN-FIL
T0 55.45 + 18.24 69.70 £ 16.94 50.54 + 22.08
T1 29.03 + 28.3 20.33 + 23.01 22.80 + 25.01
T2 21.95 + 23.96 11.93 + 18.88 9.48 + 17.60
T3 15.80 + 22.75 9.8 +17.51 7.23 £ 16.04

En la grafica 2 se muestra el porcentaje de viabilidad asociado a la
concentracién, medio y tiempo de incubacién. Sin considerar el tipo de NP se
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pueden observar diferencias significativas a partir de la concentracion de 100 ul/ml
sin considerar el medio de incubacion, sin embargo la viabilidad observada fue
mayor en el caso de la incubacién con BTS.
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Grafica 2: Porcentaje de viabilidad espermética para cada una de las concentraciones (0, 40, 50, 100 y
150 ul/ml) en los dos medios ensayados (DPBS y BTS) a los diferentes tiempos de incubacién TO (sin
nanoparticulas NPs), T1 (una hora de incubacion con NPs), T2 (dos horas de incubacién) y T3 (tres horas de
incubacion). Los asteriscos solos (+) indican diferencias significativas (p<0.05) intragrupo entre el TOy el T1y
los asteriscos asociados con lineas indican las diferencias intragrupo asociado con el tiempo de incubacion.

En la grafica 3 se puede observar un aumento de la mortalidad a las dosis
mayores de nanoparticulas (100 y 150 ul/ml ) asociado al tipo de nanoparticula;
existiendo una mortalidad del 50% de las células a una dosis de 50 ul/ml para las
NPs-Q-Ce-FIL. En el caso de las NPs-Q-SIN-FIL a dosis bajas (40 ul/ml) se tiene
una mortalidad por debajo del 30%. Observandose diferencias significativas en el
incremento de la mortalidad si se utiliza un medio como el PBS al incrementarse un
51% a una hora de incubacién con dosis de 100 ul/ml y de un 64% con dosis de
150 ul/ml a una hora de incubacion, ello contrasta con la mortalidad en un medio
como el BTS, ya que se observo un 20% de mortalidad a una dosis de 100 ul/ml
hasta las tres horas de incubacion. Ademas si se analiza el tipo de NPs se encontré
que las NPs-Q centrifugadas vy filtradas fueron las de mayor potencial toxico al
presentar un incremento de la mortalidad del 27% a dosis menores (50 ul/ml).

Para la integridad acrosomal en la grafica 4 se puede observar que durante la
incubacion existen diferencias significativas a partir de la hora de incubacion sin
embargo se mantuvo por encima del 80% independientemente del medio de
incubacion. Sin embargo, ello fue mayor al emplear a las NPs-Q-Ce-FIL (ver grafica
5).
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Grafica 3: Porcentaje de mortalidad espermatica para cada tipo de nanoparticula de quitosan (NPs-Q) segun
la técnica de su elaboracién: NPs-Q sin filtrar (NPs-Q-SIN FIL), filtradas (NPs-Q- FIL) y centrifugadas y
filtradas (NPs-Q-CEN-FIL), la concentracién de NPs (0, 40, 50, 100 y 150 ul/ml) en los dos medios ensayados
(DPBS y BTS). Los asteriscos solos (+) indican diferencias significativas (p<0.05) entre cada medio de
incubacioén para las concentraciones y los asteriscos asociados con lineas indican las diferencias entre grupos
para cada tipo de NPs.
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Grafica 4: Porcentaje de integridad acrosomal a los diferentes tiempos de incubacion TO (sin nanoparticulas
NPs), T1 (una hora de incubacién con NPs), T2 (dos horas de incubacion) y T3 (tres horas de incubacion) en
los dos medios ensayados (DPBS y BTS). Los asteriscos solos () indican diferencias significativas (p<0.05)
entre cada medio de incubacion y los asteriscos asociados con lineas indican las diferencias a lo largo del
tiempo
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Grafica 5: Porcentaje de integridad acrosomal para cada tipo de nanoparticula de quitosan (NPs-Q) segun la

técnica de su elaboracion: NPs-Q sin filtrar (NPs-Q-SIN FIL), filtradas (NPs-Q- FIL) y centrifugadas y filtradas

(NPs-Q-CEN-FIL). Los asteriscos asociados con lineas indican las diferencias entre grupos para cada tipo de
NPs.

Para las pruebas de toxicidad con las NPs-QT se consideraron las
concentraciones de 40 y 50 ul/ml en el medio de incubacion con BTS. Se realiz6
un analisis de varianza para medidas repetidas y se obtuvieron los siguientes
resultados estadisticos al realizar las comparaciones multiples comparando tanto
las NPs-Q junto con las NPs-QT (Cuadro 9). Se puede observar que la motilidad es
afectada por el tipo de nanoparticula, concentracion y tiempo de incubacién y en el
caso de la viabilidad y la integridad acrosomal unicamente es afectada por el tipo
de nanoparticula utilizada.

Cuadro 9. Resumen del analisis de varianza para medidas repetidas de las Nanoparticulas de
quitosan (NPs-Q) y de Quitosan cargadas con Trehalosa (NPs-QT) durante la incubacién in vitro a
37°C en un medio con BTS (Beltsville thawing).

Factores y sus combinaclones Variables respuesta y la probabilidad asociada (P<0.05)

Motilidad Viabilidad Integridad Acrosomal
Nanoparticula P=0.009 P=0.000 P=0.000
Tiempo de incubacién P=0.000
Concentracion
Nanoparticula/tiempo Inc P=0.000
Nanoparticula/Concent
Concen/Tiempo Inc P=0.020

Nano/Conc/Tiempo
Se enlistan los tres factores involucrados (nanoparticulas: NPs-Q y NPs-QT; tiempo de incubacion: tiempo 0,
tiempo 1h, 2h y 3h; y concentracion: 0, 40, 50ul /ml); asi como las diferentes combinaciones entre sus
interacciones. En las columnas de la derecha se observa la probabilidad asociada para las variables
respuesta (motilidad, viabilidad e integridad acrosomal) en donde Unicamente se colocaron las probabilidad
que fueron significativas (p<0.05) y los espacios en blanco los valores no fueron significativos. Las
probabilidades subrayadas, son de interés para el andlisis de los resultados dado que la interaccion involucra
a la mayoria de los factores en estudio.
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En la grafica 6 se pueden observar como las NPs-Q permiten mantener un 13%
mas la motilidad que las NPs-QT durante la incubacion, asi como mantener un 8%
mas en la integridad acrosomal. En contraste las NPs-QT mantienen mejor la

viabilidad en un 14%.
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Grafica 6: Porcentaje de motilidad, viabilidad e integridad acrosomal segun el tipo de nanoparticula utilizada
para la incubacion in vitro de los espermatozoides de cerdo en un medio con BTS. Los asteriscos solos ()
indican diferencias significativas (p<0.05) en el tipo de NP utilizada. NPs-Q: nanoparticulas de quitosan y NPs-

QT: nanoparticulas de quitosan acarreadoras de trehalosa.

En el caso de la motilidad es mas sensible al tiempo de incubacién y a la
concentracion como lo observamos en la grafica 7, en donde existe el mismo patrén
de disminucion de la motilidad en ambas NPs con respecto al tiempo; en el caso de
las NPs-QT no hubo diferencia entre las dos concentraciones utilizadas (40 vy
50 ul/ml). Sin embargo, hay que destacar que los medio que contienen NPs la
motilidad observada fue mayor, con una diferencia promedio del 14% con respecto
al grupo control en la primera hora de incubacién y en la segunda hora se mantiene

la diferencia promedio de casi el 12%.
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Grafica 7: Porcentaje de motilidad espermatica a los diferentes tiempos de incubacién TO (sin nanoparticulas
NPs-QT), T1 (una hora de incubacién con NPs-QT), T2 (dos horas de incubacién) y T3 (tres horas de
incubacion) segun la concentracion utilizada (0, 40, 50 ul/ml) en un medio de incubacion con BTS. Los
asteriscos solos (-) indican diferencias significativas (p<0.05) entre la concentracion Oul/m! al compararlo con
las concentraciones de 40 y 50 ul/ml, y los asteriscos asociados con lineas indican las diferencias intra
grupos a lo largo del tiempo.

No se encontro una diferencia significativa entre las dosis mas bajas de NPs tanto
para las NPs-Q y NPs-QT, por lo que se decidi6 utilizar la dosis mas baja de 40
ul/ml para las pruebas durante el periodo de refrigeracion (ver resultados de la
segunda etapa). Ademas se realizd un analisis adicional, ensayandose como
controles el medio de preparacion (acido acético al 1%) de las NPs a la temperatura
de 37°C con la cantidad de trehalosa o de quitosan utilizada para elaborar
nanoparticulas pero sin los agentes reticulantes y estabilizadores. A estos grupos
se les llamo controles positivos: control positivo con quitosan (CON-POS-Q:
Solucion de acido acético al 1% mas quitosan al 0.3%), control positivo con
trehalosa (CON-POS-T: Solucién de acido acético al 1% mas trehalosa 0.3%).
Evaluandose en total cinco grupos [NPs-Q, NPs-QT, CON-POS-Q, CON-POS-T y
CON-NEG (BTS)]. Para ello se utilizaron muestras de tres animales diferentes, por
lo que también se evaludé si existian diferencias individuales; unicamente
considerando la viabilidad y la integridad acrosomal. Los muestreos se realizaron
cada 10 minutos hasta un total de 30 minutos de incubacion a 37°C. Las diferencias
en el analisis de varianza se pueden observar en el cuadro 10.
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Cuadro 10. Resumen del anilisis de varianza para medidas repetidas de las Nanoparticulas de quitosan
(NPs-Q) y de Quitosan cargadas con Trehalosa (NPs-QT) y controles durante la incubacion in vitro a 37°C en
un medio con BTS (Beltsville thawing).

Variables respuesta y la probabilidad asociada

Factores y sus combinaciones (P<0.05)
Viabilidad Integridad Acrosomal
Cerdo P=0.000 P=0.023
Nanoparticula P=0.001
Tiempo de incubacién P=0.000
Cerdo/Nanoparticula
Cerdo/Tiempo de incb. P=0.016

Nanoparticula/Tiempo de incub.
Cerdo/Nanoparticula/Tiempo de incub.

Se enlistan los tres factores involucrados (cerdo: A, B y C; nanoparticula: NPs-Q, NPs-QT, Control positivo
con trehalosa, control positivo con quitosan y control negativo; a una concentracion de 40ul /ml; tiempo de
incubacion: tiempo 0, tiempo 10min, 20min y 30min); asi como las diferentes combinaciones entre sus
interacciones. En las columnas de la derecha se observa la probabilidad asociada para las variables
respuesta (viabilidad e integridad acrosomal) en donde Unicamente se colocaron las probabilidad que fueron
significativas (p<0.05) y los espacios en blanco los valores no fueron significativos. Las probabilidades
subrayadas, son de interés para el andlisis de los resultados dado que la interaccién involucra a la mayoria de
los factores en estudio.

En el cuadro 10 se observa que la viabilidad esta determinada por la interaccion
entre el tipo de animal y el tiempo de incubacién, ello se puede visualizar en la
grafica 8, donde es evidente que a partir de los 20 minutos de incubacion existio
una disminucion de la viabilidad en el animal identificado con la letra “A”. El mismo
patron se puede observar en las graficas 9, 10.
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Grafica 8: Porcentaje de viabilidad espermatica a los diferentes tiempos de incubacion TO (sin nanoparticulas
NPs), T10 (10min. de incubaciéon con NPs), T20 (20min. de incubacién) y T30 (30min. de incubacién); y al
cerdo: A, B y C. Se utiliz6 una concentracion de 40ul/ml en un medio BTS. Los asteriscos asociados con

lineas indican las diferencias significativas (p<0.05) con respecto al tiempo, y las letras diferentes para cada
uno de los tiempos indican las diferencias significativas entre cerdos asociado Unicamente a cada uno de los
tiempos.
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Grafica 9: Porcentaje de viabilidad espermética e integridad acrosomal para cada uno de los cerdos (A, By
C), durante media hora de incubacion en un medio BTS. Las letras diferentes indican las diferencias
significativas (p<0.05) tanto en viabilidad como en integridad acrosomal de forma independiente.
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Grafica 10: Porcentaje de la integridad acrosomal de espermatozoides de cerdo a los diferentes tiempos de
incubacion TO (sin nanoparticulas NPs), T10 (10min. de incubacién con NPs), T20 (20min. de incubacion) y
T30 (30min. de incubacién) en un medio BTS. Los asteriscos asociados con lineas indican las diferencias
significativas (p<0.05) con respecto al tiempo

En la grafica 11 se muestra como las nanoparticulas de quitosan disminuyen la
integridad acrosomal siendo significativo al compararlo con los controles positivos y
negativos.
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Grafica 11: Porcentaje de viabilidad e integridad acrosomal de acuerdo con el tipo de nanoparticulas NPs:
NPs de quitosan (NPs-Q); NPs de quitosan cargada con trehalosa (NPs-QT); Control positivo con trehalosa
(CONT POSIT-T); Control positivo con quitosan (CONT POSIT-Q) y control negativo (CONT NEGATIVO) a
una concentracion de 40ul /ml en medio BTS. Las letras iguales significa que no existen diferencias
significativas (p<0.05) entre grupos.
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8.3.- Segunda etapa: Pruebas de toxicidad durante la refrigeracion

Para las pruebas de toxicidad se consider6 una concentracion de 40 ul/ml
durante una hora de incubacién, para ello en el cuadro 11 se muestra el resumen
del analisis de varianza. Se encontro que existe un efecto de la variable refrigeracion
y el tiempo de incubacion de una hora.

Cuadro 11. Resumen del andlisis de varianza para medidas repetidas de las Nanoparticulas de quitosan
(NPs-Q) y de Quitosan cargadas con Trehalosa (NPs-QT) durante la incubacién in vitro a 37°C, 16°Cy 5°C
en un medio con BTS (Beltsville thawing) durante una hora.

Variables respuesta y la probabilidad asociada

Factores y sus combinaciones (P<0.05)
Viabilidad Integridad Acrosomal

Nanoparticula
Refrigeracion P=0.001 P=0.000
Tiempo de incubacién P=0.000
Nanoparticula/Refrigeracién
Refrigeracién/Tiempo de incb. P=0.000 P=0.021
Nanoparticula/Tiempo de incub. P=0.034
Nanoparticula/Refrigeracion/Tiempo de incub. P=0.000

Se enlistan los tres factores involucrados (nanoparticula: NPs-Q y NPs-QT a una concentracion de 40ul /ml;
refrigeracion: 37°C, 16°C y 5°C; y tiempo de incubacion: tiempo 0 y tiempo 1h); asi como las diferentes
combinaciones entre sus interacciones. En las columnas de la derecha se observa la probabilidad asociada
para las variables respuesta (viabilidad e integridad acrosomal) en donde Unicamente se colocaron las
probabilidad que fueron significativas (p<0.05) y los espacios en blanco los valores no fueron significativos.
Las probabilidades subrayadas, son de interés para el analisis de los resultados dado que la interaccién
involucra a la mayoria de los factores en estudio.

En la grafica 12 se observa que existe un detrimento de la integridad acrosomal
a la hora de incubacién de las muestras asociado a la temperatura de incubacion
(37°C y 16°C). En la viabilidad se observa el decremento unicamente a la
temperatura de 37°C.
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Grafica 12: Porcentaje de viabilidad e integridad acrosomal a los diferentes tiempos TO (sin nanoparticulas

NPs) y T1 (una hora de incubacién con NPs) y temperatura de incubacién (37°C, 16°C y 5°C) en un medio

BTS. Los asteriscos asociados a lineas muestran las diferencias significativas (p<0.05) intra grupos, y las
letras diferentes muestran las diferencias entre los grupos para cada uno de los tiempos.

De acuerdo al tipo de nanoparticula, se encontré6 que en especial a las de
quitosan, generaron menor viabilidad a la temperatura de 37°C. En el caso de la

integridad acrosomal también se observa un decremento sin importar el tipo de NPs
(ver grafica 13 y 14).
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Grafica 13: Porcentaje de viabilidad en relacion a cada tipo de nanoparticula NP: NPs de quitosan (NPs-Q) y
NPs de quitosan cargadas con trehalosa (NPs-QT) y sin NPs (CONTROL (-)); tiempo de incubacion TO (sin
nanoparticulas NPs) y T1 (una hora de incubacion con NPs) y temperatura de incubacion (37°C, 16°C y 5°C)
en un medio BTS. Los asteriscos asociados a lineas muestran las diferencias significativas (p<0.05) intra
grupos, y las letras diferentes muestran las diferencias entre los grupos para cada uno de los tiempos.
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Grafica 14: Porcentaje de integridad acrosomal en relacién al tipo de nanoparticula NP: NPs de quitosan
(NPs-Q), NPs de quitosan cargadas con trehalosa (NPs-QT) y sin NPs (CONTROL (-)); tiempo de incubacion
TO (sin nanoparticulas NPs) y T1 (una hora de incubacion con NPs) en un medio BTS. Los asteriscos
muestran las diferencias significativas (p<0.05) intra grupos segun el tiempo.

Los resultados obtenidos de la disminucién del tiempo de incubacion a 30 minutos
unicamente en los grupos en donde hubo diferencias significativas asociadas a la
temperatura de 37°C y 16°C, se muestran en el cuadro 12.
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Cuadro 12. Resumen del andlisis de varianza para medidas repetidas de las Nanoparticulas de quitosan
(NPs-Q) y de Quitosan cargadas con Trehalosa (NPs-QT) durante la incubacion in vitro a 37°C y 16°C en
un medio con BTS (Beltsville thawing) durante media hora.

Variables respuesta y la probabilidad asociada (P<0.05)

Factores y sus combinaciones
Viabilidad Integridad Acrosomal

Cerdo

Nanoparticula P= 0.000
Refrigeracion P=0.001

Tiempo de incubacion P=0.000
Cerdo/Nanoparticula

Cerdo/Refrigeracién P=0.009
Nanoparticula/Refrigeracién

Cerdo/Tiempo Inc

Nanoparticula/Tiempo Inc

Refrigeracién/Tiempo Inc P=0.030
Cerdo/Nano/Refrigeracién

Cerdo/Nano/Tiempo Inc

Cerdo/Refrigeracién/Tiempo Inc

Nano/Refrigeracién/Tiempo

Cerdo/Nano/Refrigeracién/Tiempo Inc

Se enlistan los cuatro factores involucrados (cerdo: Ay B; nanoparticula: NPs-Q y NPs-QT a una
concentracion de 40ul /ml; refrigeracion: 37°C y 16°C; y tiempo de incubacion: tiempo 0, tiempo 10min,
20min, y 30min); asi como las diferentes combinaciones entre sus interacciones. En las columnas de la

derecha se observa la probabilidad asociada para las variables respuesta (viabilidad e integridad acrosomal)
en donde Unicamente se colocaron las probabilidad que fueron significativas (p<0.05) y los espacios en blanco
los valores no fueron significativos. Las probabilidades subrayadas, son de interés para el analisis de los
resultados dado que la interaccion involucra a la mayoria de los factores en estudio.

Se observd que existe mayor viabilidad a la temperatura de 16°C (88.14% en
promedio) en comparacion a la de 37°C (83.86%) siendo significativa la diferencia,
ademas para la incubacion a 37°C se observa el decremento a partir de los 20
minutos. Por lo que es el tiempo maximo de incubacién que fue utilizado para la pre-
incubacion en el proceso de congelacion. También se puede observar que existen
diferencias entre machos (Graficas 15y 16).

La integridad acrosomal no se ve afectada por el tipo de nanoparticula pero si por
el periodo de incubacion, la cual disminuyo6 a partir de los 10 minutos de incubacion,
sin embargo se mantiene alrededor del 90% y ello no se ve afectado por la
temperatura (Graficas 17 y 18).
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Grafica 15: Porcentaje de viabilidad espermatica durante el tiempo de incubacién TO (sin nanoparticulas
NPs), T10 (10min. de incubacién con NPs), T20 (20min. de incubacién) y T30 (30min. de incubacién); y
temperatura de incubacion (37°C y 16°C) en un medio BTS. Los asteriscos solos (+) indican diferencias

significativas (p<0.05) entre los grupos segun su temperatura de incubacion y los asteriscos asociados con
lineas indican las diferencias intra grupos a lo largo del tiempo.
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Grafica 16: Porcentaje de viabilidad espermatica para cada uno de los animales (A y B) segun la temperatura
de incubacion (37°C y 16°C) en un medio con BTS. Los asteriscos solos () indican diferencias significativas
(p<0.05) entre los grupos segun su temperatura de incubacion.
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Grafica 17: Porcentaje de integridad acrosomal en relacién al tipo de nanoparticula NP: NPs de quitosan
(NPs-Q), NPs de quitosan cargadas con trehalosa (NPs-QT) y sin NPs (CONTROL (-)) en un medio BTS. Las
letras diferentes muestran las diferencias significativas (p<0.05) entre grupos.
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Grafica 18: Porcentaje de integridad acrosomal a los diferentes tiempos de incubacion TO (sin nanoparticulas
NPs), T10 (10min. de incubacién con NPs), T20 (20min. de incubacién) y T30 (30min. de incubacién) en un
medio BTS. Los asteriscos asociados con lineas indican las diferencias intra grupos a lo largo del tiempo.

% de Integridad acrosomal

Dado que la concentracion de las NPs es un factor importante que puede afectar
la viabilidad y la integridad acrosomal espermatica, se realiz6 un estudio preliminar
en donde se incluyeron dos concentraciones menores a 40 ul/ml (20 y 10 ul/ml)
(tanto para NPs-Q y de QT). En el analisis de varianza se encontraron diferencias
unicamente en la integridad acrosomal asociado a la concentracion y tiempo de
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incubacion. En la grafica 19 se observa como las concentraciones de 20y 10 ul/ml
no afectan la integridad acrosomal en contraste con una concentracién de 40 ul/ml.
Sin embargo también mostraron diferencias significativas a partir de los 10 minutos
de incubacién con un decremento del 2.79%.
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Grafica 19: Porcentaje de integridad acrosomal a una concentracién de NPs (0, 10, 20 y 40ul/ml) en un
medio BTS durante una hora de incubacién. Los asteriscos asociados con lineas indican las diferencias entre
grupos segun su concentracion.
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Finalmente para determinar si existia una diferencia entre los diferentes lotes
utilizados en los experimentos se compararon tres diferentes lotes tanto para la
viabilidad como para la integridad acrosomal (40 ul/ml). En el cuadro 13 se
muestran los resultados de la prueba anova.

Cuadro 13. Resumen del andlisis de varianza para medidas repetidas de las Nanoparticulas de quitosan (NPs-Q) y
de Quitosan cargadas con Trehalosa (NPs-QT) segun su lote y tiempo de incubacién en un medio con BTS
(Beltsville thawing) durante una hora a 37°C.

Variables respuesta y la probabilidad asociada

Factores y sus combinaciones (P<0.05)
Viabilidad Integridad Acrosomal
Lotes NPs-Q
Tiempo de incubaciéon NPs-Q P=0.030
Lotes NPs-Q / Tiempo de incubacién
Lotes NPs-QT
Tiempo de incubacién NPs-QT P=0.000

Lotes NPs-QT / Tiempo de incubacién
Se enlistan los dos factores involucrados para cada tipo de NP a una concentracion de 40ul /ml
(lotes de nanoparticula de quitosan NPs-Q: 1,2y 3; y por otro lado para las de quitosan con trehalosa NPs-
QT: 4, 5y 6; y tiempo de incubacion: tiempo 0 y tiempo 1h); asi como su combinacion. En las columnas de la
derecha se observa la probabilidad asociada para las variables respuesta (viabilidad e integridad acrosomal)
en donde Unicamente se colocaron las probabilidad que fueron significativas (p<0.05) y los espacios en blanco
los valores no fueron significativos.

En la prueba anova se puede observar que existen diferencias unicamente en el
tiempo de incubacidn como se describio en la etapa de toxicidad, pero lo importante
es poder identificar que no existen diferencias para los diferentes lotes, por lo que
la técnica de elaboracién de las NPs es considerada estable y reproducible.

8.4.- Etapa 3: Congelacion con NPs

Una vez identificadas las caracteristicas para mantener la mejor viabilidad de los
espermatozoides al incubarlas con las NPs, ello a través de los resultados obtenidos
de las diferentes pruebas de toxicidad efectuadas, se realizé la congelacion de las
células y los resultados obtenidos se presentan en la grafica 20. Para la
congelacion se utilizaron NPs sin filtrar a una concentracion de 40 ul/ml.
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Figura 20: Porcentajes de motilidad, viabilidad e integridad acrosomal pre y post descongelacion para cada uno de los diluyentes de
congelacién con NPs-Q y NPs-QT. Los asteriscos solos (*) muestran las diferencias significativas (p<0.05) entre los espermatozoides
frescos comparandolas con todas las condiciones experimentales después de la descongelacion y las lineas con asterisco muestra las

diferencias significativas entre cada grupo de descongelacién. Los grupos de congelacién se identifican de la siguiente forma de izquierda a
derecha: Grupos “A” (A+B1), “B” (A+B2), “C” 16°C (A+NPs-Q y QT), “D” 5°C (A+NPs-Q y QT), “E” 5°C (A+NPs-Q y QT), “F” 37°C

(A+NPs-Qy QT), “G” 16°C (A+NPs-Qy QT) y “H” 5°C (A+NPs-Q y QT).
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La motilidad disminuyé en su totalidad en los siete grupos de evaluacion,
unicamente el grupo correspondiente a la congelacion de rutina (A+B1) presento
11% de espermatozoides con movimiento, representando una disminucién del 76%
de la motilidad post-descongelacion.

El grupo con mayor porcentaje de viabilidad espermatica de los grupos
descongelados fue el correspondiente al grupo “B” (A+B2) con un 52%, seguidos
del grupo cuya adicion de NPPs fue durante la refrigeracion a 5°C del grupo “D”
con un 32% y 34% (A+NPs-Q y A+NPs-QT). Sin embargo, de forma importante en
el grupo “G” (BTS+NPs-QT) existié un 20% de espermatozoides vivos. En cuanto
a la integridad acrosomal (IA) el mejor grupo fue el “D” cuyas NPPs se agregaron
10 minutos antes de empaijillar en el diluyente a base de yema de huevo con un 38
y 40% para los grupos con NPs-Q y NPs-QT respectivamente, seguido del protocolo
de rutina utlizando trehalosa (30%) y los espermatozoides pre-incubados a 16°C y
congelados con BTS+NPs-Q con un 29%
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9.- DISCUSION

El efecto toxico de las nanoparticulas sobre diferentes tipos celulares, en especial
en los gametos ha sido un pilar esencial para poder utilizar esta nueva tecnologia
en el campo de la reproduccién. Ello podria permitir la optimizacion de las técnicas
de congelacion, seleccion y hasta sexado de gametos (Greco et al., 2015; Hill y Li
2017; Falchi et al., 2018; Feugang et al., 2019).

En este estudio, como parte del objetivo se propuso evaluar los efectos de las
NPs en la viabilidad espermatica, previo al protocolo de congelacion. Se observo
que existe cierta toxicidad de las NPs-Q sobre los espermatozoides, cuyo efecto
depende de la interaccion de diferentes factores, como el tipo de técnica utilizada
para la elaborar a las NPs, tiempo de incubacion, medio de incubacién (DPBS o
BTS) y la concentracion utilizada.

En estudios in vitro, el decremento de la motilidad espermatica esta relacionado
con los diferentes medios de incubacion y concentraciones utilizadas de quitosan,
como lo mencionaron Schimpf et al. (2019), quienes encontraron que la mezcla de
oligos de quitosan a una dosis de 0.5% (P/V) de forma inmediata disminuye la
velocidad del movimiento de las células al emplear como medio de incubacion el
PBS, lo cual fue atribuido a la osmolaridad baja del medio y la falta de sustratos
energéticos. Ellos mismos, al utilizar un medio con caracteristicas similares al
liquido seminal como el TRIS (que incluye citratos, glucosa y piruvato) no
encontraron que existiesen diferencias en la motilidad (Schimpf et al., 2019). A
este respecto, la regulacidn y propagacion de la sefal en la flexion flagelar reside
en el control de la actividad de ATPasa de los brazos de dineina en el axonema, lo
cual es modulado o alterado por el pH, disponibilidad de ATP, concentracion de
calcio y fosforilaciéon de proteinas (Freitas et al., 2017). Por ello, el suministro
constante de ATP es crucial por la fosforilacién oxidativa en mitocondrias y de
glucolisis en el flagelo y cabeza del espermatozoide (Freitas et al., 2017); en
especial glucosa como fuentes de energia provenientes del medio externo es
indispensable para los espermatozoides de cerdo (Rodriguez y Bonet 2016).

Se ha descrito que si bien no existe una disminucién significativa de la cantidad
de ATP al adicionar oligos de quitosan a las concentraciones de 0.5% y 1%;
exposiciones al 5% del semen fresco produce una inhibicion del 100% de la
sintesis de ATP. Esto posiblemente debido a la penetracion de los oligos de
quitosan en la mitocondria e interrupcion de su funcién, disminuyendo la
produccién de ATP al interferir con las proteinas de la cadena de transporte de
electrones (Schimpf et al., 2019). Entonces, la privacion tanto de glucosa e
interrupcidn de la actividad mitocondrial se convierten en una disminucién de la
motilidad espermatica (Freitas et al., 2017), ello posiblemente facilitado por las
nanoparticulas de quitosan.
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Adicionalmente, se reporta una disminucién de la motilidad en espermatozoides
de caninos, incubados en PBS, debido a que la Osm de 282+11.3 esta por debajo
de la Osm del plasma seminal (Schafer y Aurich, 2007). Esto podria explicar
porqué en el presente trabajo tanto la motilidad como la viabilidad espermatica
presentaron mejores porcentajes en el medio BTS, ya que tienen una Osm de 330
(Gadea, 2003), ademas de estar adicionado con glucosa como fuente energética.
Por ello se propone utilizar medios de incubacion con las caracteristicas similares
al liquido seminal, con una osmolaridad de 300mOsm y pH 7.5 que incluyan
citratos, glucosa y piruvato (Gadea, 2003).

También se ha reportado que concentraciones del 40-80% (v/v) de
nanoparticulas con nucleo lipidico recubiertas con quitosan disminuyen la
motilidad rectilinea en los espermatozoides de bovino después de una hora de
incubacién y que ello esta relacionado directamente a la concentracion utilizada
(Castro et al., 2017). Lo que apoya que concentraciones adecuadas para la
utilizacion de nanoparticulas y un medio diferente al PBS puede dar resultados
mas eficientes en la motilidad espermatica.

Ademas en el presente trabajo los resultados mostraron que la concentracion de
las NPs esta asociada al incremento de la mortalidad, lo que apoya lo descrito por
Schimpf et al. (2019). En nuestro caso con las NPs-Q la mortalidad incrementa
con dosis de 100 ul/ml. Posiblemente, la relacion entre la toxicidad y tipo de NPs
de quitosan también podria deberse al tamafo de particula que se utiliza, asi como
se ha reportado para otro tipo de NPs como las elaboradas con plata, las cuales
reducen el recuento espermatico al tener un tamafo de 20nm en comparacién con
un tamano de 200nm (Gromadzka et al., 2012). Lo anterior coincide, ya que las NPs-
Q que se centrifugaron vy filtraron fueron las de menor tamafo (10.7nm) y las mas
toxicas a concentraciones bajas (50 ul/ml).

La toxicidad debido al tamafo de particula, podria estar asociado a la
internalizacion y el estrés oxidativo generado, como lo describe Das et al. (2016)
quienes asi lo sefialan al emplear otro tipo de nanoparticulas, en especial las NP
inorganicas. En los espermatozoides de bovino, esta posible internalizacion ademas
favorecida por las caracteristicas catidnicas del quitosan, se ha descrito para las
NPs lipidicas solidas con recubrimiento de quitosan (Castro et al., 2017). El
recubrimiento otorga una carga positiva a las NPs lo que lleva a tener una afinidad
con la membrana plasmatica cargada negativamente como resultado de la
atraccion electrostatica. La internalizacion de particulas pequefias puede estar
mediada por mecanismos de transporte a través de la membrana, como la osmosis,
canales idnicos, o endocitosis mediada por caveolina presentes en los microdomios
(Gestel et al., 2005; Lee et al., 2013; Das et al., 2016). La importancia de los
microdominios de membrana asociados a la internalizacion de microparticulas
posiblemente sean los que favorecer éste mecanismo endocitico, y cuya
dependencia se asocie a una “fase de activacion” o fase fluida (generalmente a
37°C), y en el caso particular de las plaquetas se da a una temperatura de 22°C
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(Wolkers et al., 2003). Sin embargo aun falta realizar estudios complementarios al
respecto para comprobar si en nuestro trabajo existe adhesion o una probable
internalizacién de NPs.

Con respecto a la integridad acrosomal (IA) se observo que la disminucion de
células con acrosoma integro esta relacionada unicamente al tipo de NPs, medio de
incubacion y tiempo de incubacion. En el presente estudio hay que destacar que fue
la valoracién que menos se vio afectado por la accion de las NPs a lo largo del
tiempo, ya que no fue menor del 80%, llegando inclusive a observarse un ligero
aumento (3%) estadisticamente significativo, de espermatozoides con acrosoma
integro para los que se expusieron a las NPs-Q-CEN-FIL, sin embargo en este
estudio no se evaluo la probable internalizacion de las NPs como posible explicacion
para la estabilizacidén del acrosoma.

De la primera etapa podemos concluir que las concentraciones de 40 y 50ul/ml
de NPs-Q son las que permitieron mantener la viabilidad. Lo anterior concuerda con
la afirmacion de que el quitosan no dafia la membrana plasmatica de los
espermatozoides de humano (Schimpf et al., 2019) o la no toxicidad de las
nanoparticulas de quitosan en cultivos celulares (MARC-145) en donde no
modifican la estructura celular (evaluada a través de la integridad de la actina F) y
la viabilidad celular después de 24 a 72h de exposicion a una concentracion de 50ul/
ml (Jardon et al., 2018). A su vez, el medio de incubacion con BTS permitio
mantener de forma mas eficiente la viabilidad espermatica (alrededor del 70%)
durante las 3 horas de incubacion y la integridad acrosomal por encima del 85%,
en contraste con el DPBS, ya que uno de los objetivos del diluyente es preservar
las caracteristicas funcionales de los espermatozoides como lo menciona Cuenca
y Avellaneda (2017).

Una de las particularidades de los sistemas nanométricos de transporte, es la
entrega dirigida de moléculas (Feugang et al., 2019), por lo que en nuestro estudio
una vez que se determind el mejor protocolo en la elaboracion de las NPs-Q
utilizando la técnica por gelificacion idnica, la cual es facilmente reproducible y no
requiere de equipo especializado, se evaluo el uso de las NPs de quitosan cargadas
con trehalosa.

Uno de los propdsitos para utilizar a las nanoparticulas de quitosan como
acarreadoras de la trehalosa se basa en la capacidad crioprotectora que se le ha
otorgado a este azucar a la concentracion molar de 250mM (Gutiérrez, 2009) o
100mM extra o intracelular como parte del diluyente de congelacion en células
espermaticas (Nieves, 2012). Sin embargo los resultados durante la incubacion in
vitro mostraron que las NPs-QT mantiene una pobre viabilidad espermatica (14%)
durante la incubacion in vitro a 37°C en un medio con BTS independientemente si
se utiliza una concentracion de 40 6 50 ul/ml, ademas los resultados son similares
a los obtenidos con las NPs-Q, por lo que habria que caracterizar a éste tipo de
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nanoparticulas (NPs-QT) y dilucidar la cantidad de carga de trehalosa que estan
transportando.

En relacidon a los resultados observados en el caso de las NPs-QT generan
incertidumbre ya que lo observado en viabilidad e integridad acrosomal, durante la
incubacion a 37°C, se asemejan a los grupos que denominamos controles positivos.
Lo anterior podria estar relacionado a un bajo porcentaje en la generacion de NPs
como lo observamos en el analisis por DLS, al tener mas del 26% con particulas por
encima de los 1000nm, ello podria estar asociado a la técnica en si de elaboracion,
ya que existen diferentes factores involucrados en la variabilidad del tamario final,
asi como lo describe Rampino et al. (2013) y Antoniou et al. (2015). Por lo tanto es
necesario realizar estudios complementarios para caracterizar a las NPs de
quitosan acarreadoras de trehalosa, ya que no contamos con antecedentes al
respecto.

Toxicidad durante la refrigeracion

Para el proceso de congelacion descrito por Cordoba y modificado por Gutiérrez
(2009) es importante considerar que el tiempo de equilibrio de los espermatozoides
en refrigeracion requiere un total de cuatro horas, involucrando dos horas a 16°C y
dos horas a 5°C, por lo que fue importante describir el efecto toxico de las NPs
segun la temperatura de exposicion, pues la interaccion entre éstas y la membrana,
asi como los mecanismos endociticos se modifican dependiendo la temperatura
(Wolkers et al., 2003).

En este trabajo se encontrd que la temperatura es un factor adicional e importante
para el espermatozoide expuesto a las NPs. De manera significativa, la viabilidad
disminuy6 (18%) al incubarse a 37°C durante una hora, unicamente en las NPs de
quitosan, sin embargo se mantuvo constante a 16°C y 5°C. En cuanto a la integridad
acrosomal las NPs expuestas a una temperatura de 5°C permiti6 mantener la
estructura en casi el 100% de los espermatozoides. Ello podria asociarse a que la
elaboracion del diluyente (BTS) realizado por Pursel y Johnson desde la década de
1970, se adapto especificamente para el mantenimiento de los espermatozoides en
refrigeracidon por un tiempo corto (Dubé, 2004; Gadea, 2003). De manera
sobresaliente las NPs-QT mantuvieron estable el porcentaje de viabilidad sin
importar la temperatura de incubacion, ello podria relacionarse a la estabilidad que
otorga la trehalosa a la membrana plasmatica y proteinas asociadas, como se ha
comprobado en espermatozoides de cerdo (Chen et al., 2001; Tang, Waring y Hong
2007; Gutiérrez, 2009; Nieves, 2012).

La disminucion de la viabilidad se observé a partir de los 20 minutos de
incubacion para los espermatozoides incubados a 37°C, no existiendo diferencias
entre el tipo de NPs, pero si entre individuos. Las diferencias individuales coinciden
con lo descrito por Gutiérrez (2009) al mencionar que hay una tolerancia individual

72



al proceso de congelacién, motivo por el cual los animales se pueden clasificar como
“buenos o malos congeladores” (Yeste, 2016), sin embargo, aun no se conocen por
completo los mecanismos que favorecen una mejor tolerancia a los cambios de
temperatura. Se menciona, que existen diferencias individuales asociadas a
variaciones en el porcentaje de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, lo
que hace mas resistentes a la membrana plasmatica a las variaciones de la
temperatura (Waterhouse et al., 2006 ). También se ha descrito que existen
variaciones individuales con respecto a la motilidad, concentracion espermatica y
hasta una membrana intacta con respecto a la estacién del afio en la cual se
recolecta la muestra de semen (Zasiadczyk et al., 2015).

Es de gran relevancia sefalar que las diferencias observadas en las pruebas de
toxicidad no estan relacionadas con el uso de diferentes lotes de NPs, ya que la
respuesta en el porcentaje de viabilidad e integridad acrosomal no mostraron
diferencias significativas entre lotes, por lo que la técnica utiliza en su elaboracion
es replicable, esto puede ser posible a pesar de la variacion en la obtencion de
diferentes tamanos de NPs asociada a la técnica por gelificacion, que va desde
“decenas a cientos de nandmetros” (Nader et al., 2017).

Congelacion con NPs-Q y con NPs-QT

El uso de NPs-Q y de QT durante la congelacion lenta no mejoré la motilidad, la
viabilidad, ni la integridad acrosomal al utilizar un medio de congelacion como el
BTS, sin embargo se observo que la viabilidad y la integridad acrosomal se pueden
mantener cercanas al 30% y 40% respectivamente, siempre y cuando la adicién de
las NPs se realicen a una temperatura de 5°C y por 10 minutos antes del empajillado
de las células para su congelacion junto con un diluyente a base de yema de huevo.
El no poder prescindir del uso de la yema de huevo. como parte del diluyente de
conservacion, seguramente esta asociado a la proteccion otorgada a sus
componentes, como por ejemplo las lipoproteinas de baja densidad y la lecitina,
otorgandole proteccion al prevenir los dafios generados por el enfriamiento en los
espermatozoides de cerdo (Alvarez, Vicente y Rodriguez 2017).

Los porcentajes de motilidad, viabilidad e integridad acrosomal obtenidos
después de la congelacion lenta agregando a las NPs en el periodo de refrigeracion
(16°C) en un diluyente a base de yema de huevo fueron menores a los resultados
descritos por Juarez et al., (2018), a pesar de utilizar concentraciones que no
causan toxicidad. Estas diferencias podrian radicar en el tamafio de particula
utilizada, sin embargo fue una caracteristica no reportada por los investigadores.

La adicidén de las NPs como unico agente crioprotector en una congelacion rapida,
mostro bajo mantenimiento de la viabilidad e integridad acrosomal y eliminacion total
de la motilidad. Por lo que el protocolo de congelacién de forma lenta, sigue siendo
el mas eficiente, asi como lo ha descrito Gutiérrez, (2009) y Nieves, (2017). El efecto
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protector que se esperaba lograr, por una probable internalizacion de las NPs, no
se logré, probablemente por el tiempo de incubacién, ya que se ha reportado que
para poder generar una endocitosis en fase liquida en células no espermaticas, el
tiempo de incubacion debe ser por arriba de las 4 horas (Stewart y He, 2019). Por
otro lado Castro et al., (2017) reportaron la incorporacion del 80% de las
nanoparticulas lipidicas soélidas con recubierta de quitosan en los espermatozoides
de bovino a concentraciones de 400 ul/ml durante una hora de incubacion, sin
embargo como lo observamos en el presente trabajo (toxicidad), ello seria inviable
en los espermatozoides de cerdo.

Por otra parte, en este estudio, el que los resultados no mostraran diferencias
significativas relacionadas al uso de NPs cargadas con trehalosa, podria estar
asociado a su concentracién en el medio, ya que para el presente trabajo se utilizd
una proporcion de 1:1 con respecto al quitosan, lo cual equivale a una concentracion
molar de 0.198mM, mientras que en los experimentos en donde se reporta una
mejora en la viabilidad celular en el proceso de congelacién la concentracidon
extracelular de trehalosa empleada fue de 250mM (Gutiérrez, 2009) y de forma
intracelular una concentracion de 100mM (Nieves, 2012). En el caso de las
nanoparticulas cargadas con trehalosa utilizada por Juarez et al, (2018) la
concentracion empleada fue de 150mM donde emplearon ademas una técnica
diferente para la fabricacion de las NPs. Un punto importante a tomar en
consideracion para poder incrementar la concentracion molar de trehalosa usando
como vehiculo a las NPs-Q es la modificacion de la técnica para su elaboracion, lo
gue a su vez incrementa el tamafo de las mismas, pues recientemente se describid
que para la crioproteccion de células del sistema inmune al usar NPs-QT se requiere
que tengan un tamario cercano a los 200nm (Yao et al., 2020).
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10.- CONCLUSIONES

1. El trabajo realizado mostré que el uso de nanoparticulas poliméricas de
quitosan (NPs-Q) o como acarreador de la trehalosa (NPs-QT) en la incubacién in
vitro, previo a la congelacion de los espermatozoides de cerdo, pueden dafar la
viabilidad de las células.

2. El efecto citotoxico de las NPs pueden relacionarse al tamafo vy
concentracion de las mismas, el medio de incubacion, tiempo de exposicion y la
temperatura de incubacion.

3. Tanto las NPs-Q como las NPs-QT afectan directamente la motilidad,
viabilidad e integridad acrosomal de los espermatozoides de cerdo.

4. Para mantener la viabilidad y la integridad acrosomal de los
espermatozoides de cerdo con el uso de NPs-Q y con QT la concentracion de éstas
no debe ser mayor a los 40 ul/ml en un medio de incubacion con el BTS, y su
tiempo de exposicion no debe ser mayor a los 10 minutos independiente de la
temperatura utilizada (37°C, 16°C y 5°C).

5. Lo anterior es motivo para rechazar la hipdtesis planteada ya que no se logré
mantener de forma eficiente la viabilidad espermatica después del proceso de
congelacion-descongelacion.

11.- PERSPECTIVAS

1.- Caracterizar a las nanoparticulas de quitosan cargadas con trehalosa, con
respecto a su tamafo, morfologia y capacidad de carga, con la ayuda de técnicas
como DLS, microscopia electronica de barrido y cromatografia de liquidos de alto
rendimiento (HPLC).

2.- Determinar la interaccion que existe entre las NPs y los espermatozoides,
ya que se sabe que el quitosan es altamente adherible, ademas de valorar si existe
su internalizacion en el espermatozoide, dafio en la membrana plasmatica o
interferencia en algun proceso funcional como la capacitacion espermatica, ello se
podria lograr utilizando NPs marcadas con agentes fluorescentes como por ejemplo
la Rodamina y medios de cultivo in vitro para la capacitacion.

3.- Evaluar si las NPs de quitosan tienen un efecto directo sobre la actividad
mitocondrial y que ello se refleje en la disminucion de la motilidad espermatica.

4 .- Evaluar si la preincubacién a una temperatura de 16°C con NPs junto con
un diluyente a base de yema de huevo es viable para la congelacion rapida de los
espermatozoides.
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