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RESUMEN

La congelacién de semen produce efectos negativos sobre el
espermatozoide afectando su viabilidad, motilidad, morfologia
y capacidad fecundante. El objetivo de este estudio fue eva-
luar el efecto protector de la adicidn de diferentes fracciones
proteicas del fluido seminal (FS) al medio de congelacién so-
bre la capacidad funcional de los espermatozoides caninos
post descongelacion. Se utilizaron eyaculados de 3 perros de
raza Golden Retriever clinicamente sanos. En cada ensayo
experimental (n=12), se utilizé un pool de espermatozoides
que fue dividido en 4 grupos y diluidos en medio de congela-
cién (fructosa, acido citrico, glicerol, yema de huevo). El medio
control (C) fue suplementado con Equex STM y los grupos |, Il
y lll, suplementados con diferentes fracciones proteicas del
FS: Grupo | (<10kDa), Grupo Il (<30kDa) y Grupo |lI
(<100kDa). Los espermatozoides de los diferentes grupos fue-
ron congelados y evaluados postdescongelacion analizdndose
los siguientes parametros: motilidad, viabilidad con loduro de
Propidio (Pl) e integridad de la membrana plasmatica con
SYBR-14/PI, externalizacién de la FTS con Annexin-V/PI, es-
tado del acrosoma con CTC-PI. Se observaron diferencias en-
tre los grupos solo para motilidad (P<0,05). Esta fue mas alta
en el Control y Grupo Il (44,8 y 40,6%) que en los grupos |, y
Il (27,6 y 16,3%). Las fracciones proteicas del FS agregadas al
medio de congelacidn utilizadas en este estudio no mejoraron
sustancialmente la calidad de los espermetaozoides caninos
postdescongelacion.
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ABSTRACT

Cryopreservation induces detrimental effects on spermatozoa
affecting their longevity and fertilization capacity. The aim of
this study was to evaluate the potential cryoprotective effect
on the post-thaw canine sperm quality of different protein frac-
tions from seminal fluid (FS) added to freezing medium.
Ejaculates collected from 3 Golden Retriever dogs. In each ex-
perimental trial (n= 12) was used a sperm pool which was di-
vided into 4 groups and diluted in a freezing extender (fructose,
citric acid, glycerol, egg yolk). Control medium (C) was supple-
mented with Equex STM and three groups supplemented with
different SP protein fractions: Group | (<10kDa), Group Il
(<80kDa) and Group lll (<100kDa). Post-thaw sperm quality
was evaluated according to: motility with propidium loduro, vi-
ability (PI1), plasmatic membrane integrity with SYBR-14/PI, ex-
ternalization of phosphatidylserine with Annexin-V and acro-
some status with CTC-PI. Differences among groups were just
evident only for motility (P<0.05). It was higher in Control and
Group Il (44.8 and 40.6%) than groups | and Il (27.6 and
16.3%). The SP-protein fractions added to freezing extender
did not improve substantially the post-thaw sperm quality of
frozen-thawed dog semen.

Key words: Canine spermatozoa, flow cytometry, freezing se-
men.

INTRODUCCION

Veterinarios y criadores de perro (Canis familiarus do-
mesticus) han mostrado un interés cada vez mayor por preser-
var lineas genéticas importantes, ya sea por su gran valor eco-
ndémico o por ser razas caninas en peligro de extincién. En
este contexto, la criopreservacion de semen canino es una he-
rramienta valiosa de preservacién de material seminal [43],
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mas aun desde que se logroé el primer nacimiento de progenie
viva con semen de perro congelado-descongelado [44].

Los procedimientos de criopreservacion generalmente
usados son conocidos por inducir una serie de efectos de es-
trés osmotico a las células espermaticas, afectando la longevi-
dad y la capacidad fecundante [50], manifestada en la dismi-
nucion en las tasas de prefiez [12, 22].

El mecanismo fundamental en la disminucién de la capa-
cidad fecundante en los espermatozoides congelados no es
conocido con exactitud. Actualmente existe interés en conocer
el rol que cumplirian los cambios apoptéticos, los que se mani-
fiestan en la célula espermatica a través la externalizacién de
la fosfatidilserina (FTS) [5, 8]. En las primeras fases apoptoti-
cas se evidencia una asimetria en los fosfolipidos de la mem-
brana plasmatica (MP) del espermatozoide, posteriormente se
altera su funcién y comienza a ocurrir el dafio progresivo de la
MP [24]. Por lo tanto, la translocacion de la FTS es util para
detectar el dafo temprano de la MP y para evaluar los para-
metros espermaticos convencionales [25].

La congelacién como método de criopreservacion, tiene
la ventaja que las muestras pueden ser almacenadas indefini-
damente y usadas cuando se requieran [38], el transporte de
semen resulta ser mas econdémico y menos estresante que
transportar al macho o a la hembra para que se apareen, per-
mite a los propietarios de perros preservar la genética de los
machos y lograr reproducirlo, incluso después de que el ma-
cho ya no es fértil 0 haya fallecido.

En teoria, para la congelacién se debe optimizar la técni-
ca de congelacion y procesamiento del semen, logrando reducir
el dafio a la célula ademas de asegurar una adecuada longevi-
dad in vitro, con el fin de proveer un sistema de almacenamien-
to de semen a largo plazo para la inseminacion artificial [13].

Las aplicaciones de técnicas de biotecnologia reproduc-
tiva como la criopreservacién, inseminacion artificial y fecunda-
cién in vitro, requieren del manejo de los espermatozoides en
medios 6ptimos, que deben proporcionarle un ambiente similar
a las condiciones en las que se encuentran in vivo. Todas las
observaciones indican que los espermatozoides tienen un sis-
tema fisiolégico muy eficiente para mantener sus funciones. Es
asi como ha sido estudiado por algunos autores el efecto be-
néfico del FS [38, 41], como elemento crioprotector de esper-
matozoides en la especie canina.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto pro-
tector de diferentes fracciones proteicas del FS de perro, sobre
la motilidad, viabilidad, integridad de la membrana celular, es-
tado de capacitacion y reaccion de acrosoma en espermato-
zoides de perro sometidos a un proceso de crioconservacion.

Se postuld que, la adicién de fracciones proteicas del FS
al medio de congelacion tendria un efecto protector sobre el
dafio producido por la congelacion, ayudando a mantener los
parametros funcionales de los espermatozoides.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron 3 perros adultos clinicamente sanos de
raza Golden Retriever con edades entre 2 a 4 afios. Los ani-
males permanecieron en el bioterio de la Universidad de La
Frontera, Temuco, Chile, controlados periédicamente por un
Médico Veterinario y mantenidos con una dieta balanceada,
ejercicio diario y libre acceso al agua. Estos animales fueron
previamente entrenados como donantes de semen.

Obtencion de los eyaculados

El semen fue colectado por manipulacidon manual des-
pués de un periodo de abstinencia minimo de tres dias [36], se
colectaron las tres fracciones en envases separados, estériles.
En una primera etapa fue recolectado el FS para la obtencién
de las diferentes fracciones proteicas. Posteriormente y en for-
ma separada se obtuvieron los eyaculados que conformaron
los pooles de semen (n= 12) para la obtencion de los esper-
matozoides.

Medios de congelacién

Se utilizé el medio Uppsala, descrito por Pefia y Linde-
Forsberg [32] el cual fue modificado para la obtencion de los
seis diferentes medios utilizados en este trabajo, tal como se
describen en la TABLA |. Se utilizaron cuatro medios de con-
gelacion; el medio Control que contenia Equex STM Paste
(medio Uppsala Equex) y los medios en los cuales el Equex
STM Paste fue reemplazado por las diferentes fracciones pro-
teicas del FS. El componente activo de Equex STM Paste es
el sodium dodecil sulfato (SDS), que corresponde a un deter-
gente anidnico soluble y que ejerce su accién reduciendo la
fase de transicion lipidica y/o protegiendo la funcién de la
membrana controlando el influjo de Ca2+ [33, 47]. Los medios
de incubacién y descongelacién diferian de los anteriores al no
tener entre sus componentes Equex STM Paste y la presencia
0 ausencia de glicerol y yema de huevo (TABLA ).

Obtencion de las diferentes fracciones proteicas del fluido
seminal

Se realizé un pool de las segundas fracciones de los
eyaculados, se centrifugd a 720g x 5 min a 4°C (EC Centra,
Mod. EC4R, EUA), se separd el sobrenadante del precipitado
de espermatozoides, obteniéndose un concentrado de fluidos
seminales para su posterior filtracion. Para la obtencion de las
diferentes fracciones proteicas se utilizaron filtros Ultrafree-Mc
(Millipore, EUA), con membrana Biomax. Por centrifugacion a
5000g por 60 min a 4°C (Heal Force, Mod Neofuge 15R, EUA)
fueron separadas proteinas con peso molecular (PM) <10 Kda;
<30 KDa y <100Kda. El filtrado de cada fraccién se almacend
a—20°C, para ser utilizado posteriormente.
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TABLA |
MEDIOS DE INCUBACION, CONGELACION Y DESCONGELACION DE SEMEN CANINO.

Medio Incubacion

Medios congelacion Medio

descongelacion

Control | Il 1]
<10KDa <30KDa <100KDa

Tris 3,025¢g 3,025¢g 3,025¢g 3,025¢g 3,025¢g 3,025¢g
Acido Citrico 1,7 1,7 1,7 1.7 1,7 1,7
Streptomicina 0,1¢g 0,1g 0,1g 0,1g 0,19 0,19
Agua destilada a77mL a72mL ar2mL ar72mL a72mL Hasta 100 mL
Bensil penicilina 0,006 0,006 0,006 0,006 0,006 0,006
Glicerol 3mL 7 mL 7mL 7mL 7mL -
EQUEX STM Paste - 1mL - - - -
Yema de huevo 20 mL 20 mL 20 mL 20 mL 20 mL -
Proteinas <10Kda - - 100 mL - - -
Proteinas <30Kda - - - 100 mL - -
Proteinas <100Kda - - - - 100 mL -
pH 6,72 6,74 6,74 6,74 6,74 6,76
Osmolaridad 865 mOsm 1495 mOsm 1495 mOsm 1495 mOsm 1495 mOsm 324mOsm

Evaluacién de los eyaculados y preparacion
de los espermatozoides

Se realizd el examen fisico microscopico inmediato, re-
cuento espermatico (hemocitometro de Neubauer), porcentaje
de motilidad progresiva, viabilidad y morfologia [36] fueron eva-
luados en un microscopio de luz (Olympus, BX41, Japoén). Se
utilizaron aquellos eyaculados que cumplieron con las siguien-
tes caracteristicas: volumen de la segunda fraccion del eyacula-
do > a 1,5 mL, concentracion > a 200 x 10° espermatozoi-
des/mL, morfologia normal > 80 %, y acrosoma intacto > 80 %.

Después de la evaluacion esperméatica de cada una de
las segundas fracciones del eyaculado se tomaron alicuotas si-
milares en concentracion espermatica y se mezclaron para ob-
tener un pool de semen con el propésito de aumentar el volu-
men y eliminar la variabilidad entre las muestras evaluadas [48].

Congelacion de espermatozoides con las diferentes
fracciones proteicas del fluido seminal

Fueron realizados 12 ensayos experimentales, en cada
uno el pool de semen fue centrifugado a 720g por 3 min, pos-
teriormente el pellet fue resuspendido en buffer TRIS [35], la
suspension espermatica obtenida (400 x 10° espermatozoi-
des/mL) fue dividida en 4 alicuotas similares y colocadas en
diferentes tubos y centrifugadas (720g por 3 min), los pellets
resultantes fueron diluidos en medio de incubacion (Ml) y equi-
librados a 4°C por 1 hora. Después de este periodo fueron re-
diluidos (1:1 v/v) con los diferentes medios de congelacion:
Grupo control; Grupo | (< 10 Kda); Grupo Il (< 30 Kda); Grupo
Il (< 100 Kda). Las suspensiones espermaticas fueron coloca-

das en pajuelas de 0,5 mL y posteriormente sobre (4 cm) va-
pores de NoL por 10 min y posteriormente sumergidas directa-
mente en Nitrégeno Liquido NoL. Las pajuelas de cada grupo
fueron descongeladas en bafioc Maria a 38°C x 1 min (Arqui-
med, Mod ICW-01, Chile) y diluidas en medio de descongela-
cion (TABLA I).

Evaluacion espermatica

Motilidad. Fue estimada subjetivamente por observa-
cion visual en un microscopio 6ptico con contraste de fase
(Olympus, Mod BX41, Jap6n) y platina temperada a 37°C con
aumento 400x. El porcentaje de espermatozoides con motili-
dad progresiva, considerando los grados 3 y 4 de una escala
de 0 a 4 (0: sin movimiento, 1. movimiento sin avance, 2. movi-
miento en circulo, 3: movimiento progresivo rectilineo suave,
4: movimiento rectilineo rapido), fue determinado por observa-
cion en un minimo de 300 células, en seis campos diferentes
[21, 36]. El promedio de las seis sucesivas estimaciones fue
registrado como porcentaje de motilidad.

Viabilidad e integridad de la membrana plasmatica:
Los espermatozoides vivos con MP intacta fueron evaluados
utilizando SYBR14/PI (LIVE/DEAD® Sperm Viability Kit, Mole-
cular Probes, Eugene, OR, EUA) de acuerdo a las instruccio-
nes del fabricante. Los espermatozoides fueron analizados en
un citbmetro de flujo (Becton Dickinson, Mod. FACSCalibur,
CA, EUA) y clasificados como: vivos con MP intacta (SYBR-14
positivo/Pl negativo), muertos (SYBR-14 negativo /Pl positivo)
y moribundos (SYBR-14 positivo /Pl positivo). El analisis de
cada ensayo se repitio tres veces.
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Translocacion de fosfatidilserina (FTS): Para determi-
nar la translocacion de FTS en la membrana espermatica se
utilizé el kit comercial de deteccion de apoptosis Annexin-V-
FITC/ Pl (Apoptest™-Fitc; Nexins Research, Hoeven, Holan-
da). El procedimiento fue aplicado segun las instrucciones de
fabricante. Los espermatozoides fueron analizados en un cito-
metro de flujo y clasificados como: vivos anexina negativos
(AN-/PI-); vivos con FS translocada (AN+/PI-); muertos con FS
translocada (AN+/Pl+); y muertos anexina negativos (AN-/Pl+).
El analisis de cada ensayo se repitid tres veces.

Capacitacion espermatica: Para la deteccion del estado
del acrosoma de espermatozoides postdescongelados se utilizé
el antibidtico clortetraciclina fluorescente (CTC), combinado con
la tincion vital de loduro de propidio (PI) [27, 40]. La CTC se une
al Ca2+ idnico intracelular formando un complejo CTC- Ca2+,
que aumenta la emision de fluorescencia produciendo un patréon
caracteristico de fluorescencia que permite evaluar el estado
acrosomal de espermatozoides vivos segun los siguientes pa-
trones: espermatozoides patréon F (no capacitado, acrosoma in-
tacto), patrén B (espermatozoides capacitados, acrosoma intac-
to) y patrén AR (espermatozoides con acrosoma reaccionado)
[37]. La tincion con Pl permite excluir de la evaluacion los es-
permatozoides muertos. La lectura se realizé en un microscopio
de fluorescencia (Zeiss Axiolab, Mod KT 450905, Alemania). Se
observaron 100 espermatozoides por placa. Se analizaron cua-
tro placas por grupo en cada ensayo.

Analisis estadistico: Los datos, para los diferentes pa-
rametros funcionales evaluados por citometria de flujo fueron
analizados con el Software Cell-Quest Pro (Becton Dickinson,
CA, EUA) y presentados como media + desviacion estandar
(DE). Para diferencias entre dos grupos se aplico el test t-Stu-
dents. El analisis estadistico entre los grupos se realizd con el
test de varianza (ANOVA) no paramétrico de Kruskal-Wallis y
fue aplicado un Test de comparacion multiple de Dunn’s para
comparar todos los pares de valores y las diferencias entre los
grupos [52]. Las diferencias fueron consideradas significativas
para un P<0,05. El andlisis fue realizado en semen fresco re-
cién obtenido y en semen postdescongelado. Todos los anali-
sis estadisticos fueron realizados con el programa GraphPad
Prism®, version 5. (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Motilidad: EIl porcentaje de espermatozoides progresi-
vamente maotiles, usualmente se correlaciona positivamente
con la integridad de la MP, debido a que solo los espermato-
zoides viables mantienen la integridad de su MP [37]. Existen
antecedentes respecto a que espermatozoides no mdviles,
pero potencialmente viables, pueden llegar a ser moéviles y fe-
cundar, cuando son depositados en el tracto genital de la hem-
bra por inseminacion artificial [42]. Esto podria explicar, la apa-
rente contradiccién encontrada en la literatura, concerniente a
la asociacion clasica y convencional de correlacionar motilidad
y capacidad fecundante.

En el presente estudio, la motilidad total y progresiva de
los espermatozoides de los eyaculados recién obtenidos al-
canz6 un valor promedio de 93,5 + 3,0%. Estos valores fueron
similares a los descritos por England y Allen [9] y superiores a
los reportados por otros autores, quienes sefialan porcentajes
de entre 70y 90% [17,18].

El promedio en la motilidad espermatica disminuyd signifi-
cativamente luego de enfriar hasta 4°C (88,7 + 3,8%). Rota y col.
[38] publicaron una motilidad de 77,3% al enfriar con yema de
huevo y TRIS (YHT) comparada con 67,1% al enfriar con FS.

Se han reportado valores de motilidad espermatica en es-
permatozoides caninos post descongelacion entre un 38% al
congelar con Equex [1], 34,7% en muestras diluidas en FS y
28,6% en muestras que utilizan TRIS [41]. La TABLA Il muestra
los resultados obtenidos en este estudio, se observan valores
similares en las muestras conservadas con medio de congela-
cion suplementados con proteinas del FS <100kDa y con medio
de congelacién suplementados con Equex STM Paste (40,6 y
44,0%). Estos valores son superiores (P <0,05) al de los grupos
donde el semen fue diluido en medio de congelacion suplemen-
tado con fracciones proteicas del FS <10kDa y <30kDa.

Para asegurar una buena tasa de concepcién con el uso
de semen congelado en la inseminacion artificial de perras, el
porcentaje de espermatozoides progresivamente moviles en
semen congelado-descongelado deberia exceder el 40% [14].

Viabilidad: Uno de los principales problemas cuando se
congela y descongela semen de perro es la pérdida de viabili-

TABLA I
MOTILIDAD, VIABILIDAD E INTEGRIDAD DE MEMBRANA PLASMATICA Y TRANSLOCACION EN SEMEN CANINO
POSTDESCOGELACION SUPLEMENTADOS CON DIFERENTES FRACCIONES DEL FLUIDO SEMINAL.

Tratamientos Motilidad Progresiva (%)

Viabilidad e integridad de la membrana (%)

Translocacion (%)

Control 44 8°
| (<10KDa) 27,6°
Il (<30KDa) 16,3
1l (<100KDa) 40,6

41,0 0,3
411 0,1
37,4 0,06
40,8 0,03

(a,b) letras diferentes en la misma columna implican diferencias significativas (P<0,05).
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TABLA 11l
ESTADO DE CAPACITACION Y REACCION DE ACROSOMA EN ESPERMATOZOIDES CANINOS POSTDESCONGELACION
SUPLEMENTADOS CON DIFERENTES FRACCIONES DEL FLUIDO SEMINAL.

Tratamientos No capacitados (%)

Capacitados (%) Acrosoma reaccionado (%)

Control 32,9 27 46,8
| (<10KDa) 34,2 38,2 27,7
Il (<30KDa) 29,0 415 28,9
Il (<100KDa) 32,7 42,9 227

dad [32,39]. En este estudio, el porcentaje de espermatozoi-
des vivos en eyaculados frescos, alcanzd un valor promedio
de 93,2% el cual fue debido a los procesos de enfriamiento, en
cambio la congelacion disminuy6 a valores cercanos al 40%.

Estudios previos han demostrado que, al ensayar distin-
tos medios para congelar espermatozoides caninos, el medio
mas optimo fue aquel que contenia Equex STM Paste [26,39].
El efecto de estabilizacién sobre la integridad de la MP, de las
de fracciones proteicas del FS (<10; <30; <100kDa), adiciona-
das al medio para congelar, provocé un efecto similar al repor-
tado cuando se utiliza Equex STM Paste [32, 33, 39, 43], quie-
nes lo recomiendan para congelar espermatozoides caninos,
ya que incrementa la longevidad postdescongelacion. Proba-
blemente Equex STM Paste tiene un efecto estabilizante sobre
los lipidos de la MP de los espermatozoides [33], protegiendo
la integridad de la MP y por lo tanto la viabilidad espermatica.

Existen publicaciones que sefialan que, el FS disminuye
la longevidad de espermatozoides de perro [10, 14, 45]. Resul-
tados publicados sobre espermatozoides evaluados postdes-
congelacién, reportan una viabilidad de 26% [11] y 35% [1]; en
contraste, los resultados del presente estudio muestran una
viabilidad aproximada de un 40% postdescongelacién, se de-
duce entonces que, seria otro el factor que afectaria la longe-
vidad y no el FS por si mismo. Por lo tanto, suplementar los
medios de congelacién con FS constituye una alternativa inte-
resante a considerar en los protocolos de criopreservacion de
espermatozoides caninos, tal como lo establecen otros autores
que reportan efectos positivos sobre la longevidad de esper-
matozoides postdescongelacion [16, 30].

La adicion al medio de congelacion de proteinas del FS
(<10kDa, <30kDa y <100kDa) tuvieron un efecto similar sobre
la viabilidad que la adicién del Equex STM Paste, lo que con-
trasta con los porcentajes de motilidad reportados en este es-
tudio, en donde los grupos con Equex STM Paste y con protei-
nas del FS <100 kDa mostraron mayor motilidad. Sin embargo
no siempre es posible encontrar una correlacion directa entre
motilidad y viabilidad ya que podrian presentarse espermato-
zoides inmoviles pero vivos [34, 46].

La integridad de la MP de la célula espermatica es esen-
cial para determinar la viabilidad celular. Una MP que garanti-
ce la permeabilidad selectiva, mantenga las actividades meta-
bdlicas intracelulares, pH, y composicién idnica [46], es un pre-

requisito para mantener el potencial de la MP, por esta razén
se buscan crioprotectores que estabilicen la membrana celular
durante los procesos de congelacidon-descongelacion.

Existe escasa informacién en semen canino sobre eva-
luacidén de la MP del espermatozoide usando SYBR-14, pero
se han publicado trabajos en otras especies utilizando el test
hipoosmético (HOST), las tinciones dual de diacetato de 6 car-
boxifluoresceina (C-FDA), Pl y con SYBR-14 [35, 38]. En este
estudio, luego de enfriar los eyaculados por 75 minutos a 4°C
antes de proceder a su congelacién, la integridad de la MP
evaluada por la tincién SYBR-14/PI, resultd en un promedio de
93,1% (DE £ 3,5). Rota y col. [38] utilizando la tincién C-
FDA/PI para evaluar integridad de la MP, publicaron que, en
espermatozoides caninos enfriados con YHT versus FS dié
como resultado valores promedios de 86,9 vis 71,6% y con el
test HOST 91,2 v/s 93,6%. Ponglowhapan y Chatdarong [35]
usando también tincién C-FDA/PI reportaron una integridad de
la MP al enfriar espermatozoide epididimarios de 78,8%.

En el mismo estudio, la evaluacion realizada sobre la in-
tegridad de la MP para espermatozoides congelados con
Equex alcanzé valores de 44,8% levemente superior a los va-
lores mostrados en este estudio (40%). Oliveira y col. [31] eva-
lud la efectividad de tres medios para congelar espermatozoi-
des caninos inmediatamente después de descongelar. Al usar
C-FDA/PI la integridad de la MP alcanzé un promedio de
49,7% y al HOST lograron un 55,5%, ambos resultados para el
medio TRIS 5% etilenglicol (EG), valores ligeramente superio-
res a los reportados en el presente estudio (TABLA ).

Cuando la MP del espermatozoide pierde integridad el
fosfolipido FTS es translocado desde la capa interna hacia la
capa externa de la MP [11], esta primera sefial de apoptosis
puede ser monitoreada por la adhesion de la anexina-V de-
pendiente de Ca2+, mostrando una tincion fosforecente verde.
Ha sido demostrado que el proceso de congelacién-desconge-
lacion en espermatozoides humanos [19] y de toro [2], induce
translocacion de FTS de la MP del espermatozoide, lo que in-
dica que la criopreservacion es una causa de apoptosis [4].

No hay estudios publicados sobre ensayos en perros uti-
lizando anexina V, que permitan discutir los resultados obteni-
dos de manera idonea, lo que obliga a comparar los resultados
obtenidos con aquellos resultados publicados en otras espe-
cies. Maxwell y Johnson [28], y Maxwell y col. [29] publicaron
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que producto de los procesos de criopreservacion, la desesta-
bilizacion de la MP de espermatozoides de cerdo (Sus scrofa
domesticus) pudo ser contrarrestada por la adicion de al me-
nos 10% de FS en el medio de congelacion. Pefia y col. [34]
identificaron por citometria de flujo un 5% de espermatozoides
vivos tempranamente apoptoticos (A+/Pl-) en semen fresco de
verraco. Una vez congelados/descongelados se incrementé a
5,7% con un porcentaje de espermatozoides vivos con integri-
dad de la MP (A-/PI-) de 37,3%.

En el presente estudio (TABLA 1I), la integridad de la MP
fue de un 0% anexina +, en espermatozoides frescos de cani-
no, esto es, no existe translocacién de FTS, lo que permite in-
ferir que la MP, esta estructuralmente intacta. La evaluacion
realizada postdescongelacion no mostré diferencias significati-
vas entre los grupos concluyendo que las diferentes fracciones
de FS protegen la integridad de la membrana al igual que la
adicion de Equex STM Paste. Se puede sefalar, por lo tanto,
que espermatozides vivos postdescongelados (PI-/A-), eviden-
temente no fueron afectados por la criopreservacion.

Yu y col. [51] describen la motilidad como el indicador mas
sensible del dafio celular debido a la congelacion, incluso mas
que la integridad de la membrana plasmatica, efecto que también
ha sido observado en espermatozoides de carnero [7] y bufalo
(Bubalis bubalis) [20]. Los resultados obtenidos en el presente
estudio, concuerdan con lo sugerido por Yu y col. [51], quienes
reportaron porcentajes de motilidad progresiva mas bajos que los
porcentajes con membrana plasmatica integra, atribuyendo esta
diferencia a cambios en el transporte activo y la permeabilidad en
la membrana plasmatica de la region de la cola. Estudios previos
sefalan que, al realizar inmediatamente la evaluacion espermati-
ca post descongelacion, se observan espermatozoides inmoviles
los que, después de un periodo corto de tiempo a temperaturas
de 37°C recuperan su motilidad [7, 51]. En este estudio la motili-
dad fue evaluada inmediatamente post descongelacion y de for-
ma subjetiva, 10 que posiblemente podria explicar los bajos por-
centajes.

Se ha propuesto que los espermatozoides criopreserva-
dos presentan una reaccion similar a la membrana de los es-
permatozoides capacitados que ha sido denominada como si-
mil-capacitacion [33].

En el presente trabajo ha sido demostrado que el anti-
bidtico clortetraciclina fluorescente (CTC), constituye una tin-
cién util para detectar no solamente el estado del acrosoma,
sino que ademéas el progreso del estado de capacitacion en
espermatozoides de varias especies de mamiferos [40, 49].

Se ha reportado que la maduracién espermatica durante el
transito por el epididimo se incorporan varios cientos de protei-
nas. Estas proteinas pueden estar directa o indirectamente uni-
das a la MP y contribuyen a la preservacién de la integridad del
espermatozoide e inducen la maduracién de éste [6, 15, 23]. La
préstata también produce glicoproteina y existen antecedentes
que algunas de ellas actiian como factores decapacitantes [3].
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La adicion de fracciones proteicas del FS al medio de
congelacion, mantuvo el porcentaje de espermatozoides no
capacitados (patron F) postdescongelacion sobre un 30%,
evaluado con la técnica CTC/PI. Rota y col. [40], publicaron
porcentajes similares al congelar espermatozoides caninos en
el medio YHT evaluados inmediatamente postdescongelacion.

El porcentaje de espermatozoides exhibiendo el patrén F
(no capacitados) postdescongelacion (TABLA lll), fue similar, en
los grupos con medio de congelacion suplementado con FS
conteniendo proteinas <10, <30, <100 kDa, como en el grupo
control suplementado con Equex STM Paste. Los resultados
demuestran el efecto protector que tiene el FS, como medio fi-
siolégico natural sobre el acrosoma que previenen o retrasan el
progreso de los cambios de la simil-capacitacion inducidos por
la congelacién los que desencadenan la llamada falsa reaccién
de acrosoma y la muerte celular post descongelacion [50].

En el presente estudio, Equex STM Paste no mostré te-
ner un efecto superior a las proteinas del FS utilizadas. Estos
resultados no concuerdan con los comunicados por Pefa y
col. [32], quienes reportaron una alta incidencia de acrosomas
intactos en los espermatozoides de perro diluidos en la pre-
sencia de Equex, pero no mencionan el porcentaje de esper-
matozoides reaccionados, que es el primer efecto descrito y
discutido sobre un estado simil de criocapacitacion. Pefa y
Linde-Forsberg [32,33], sefialan que los efectos beneficiosos
del Equex resultan de la reduccion de las fases de transicion li-
pidica y de la proteccion de las bombas iénicas de MP. En el
estudio, Equex STM Paste no mostrd tener un efecto superior
a las proteinas del FS, sobre la simil-capacitacion de los es-
permatozoides (Patrén F y B) y reaccion de acrosoma (Patrén
AR). Posiblemente, las proteinas del FS ejercen un efecto si-
milar al descrito para el Equex STM Paste, el cual ha sido des-
crito que podria ser debido a algun mecanismo de estabiliza-
cién de las membranas de los espermatozoides que previenen
o retrasan el progreso de los cambios de la simil-capacitacion
[33]. Sin embargo, los espermatozoides viables tienen un au-
mento de la concentracion de Ca2 + intracelular lo que signifi-
ca que estarian mas avanzados en el estado de simil-capacita-
cién, lo que podria indicar que a pesar de sobrevivir mas tiem-
po in vitro, pueden ser de corta duracion in vivo [33]. Se sugie-
ren mayores estudios que permitan conocer la concentracion
de Ca2+ intracelular de los espermatozoides congelados con
medio suplementados con FS e incubados in vitro para relacio-
narlo con su longevidad postsecongelacion.

CONCLUSIONES

Los analisis in vitro sobre la integridad de la MP, asi
como la motilidad y viabilidad de espermatozoides criopreser-
vados con fracciones proteicas del FS v/is Equex STM Paste,
permiten asegurar que existen proteinas en el FS, que prote-
gen al espermatozoide de los darios deletéreos descritos por
el proceso de enfriamiento, congelacion, y descongelacién.



Por lo tanto, espermatozoides caninos pueden ser congelados
en medio de congelacion suplementado con fracciones protei-
cas del FS sin sufrir un deterioro significativo en la motilidad
post-descongelacion, ni en la integridad de las membranas
plasmatica, acrosomal y mitocondrial.

Es evidente que el FS, tiene un rol en tecnologias repro-
ductivas, como la criopreservacion y aunque se han realizado
algunos progresos con respecto a identificar componentes de
FS, responsable de su efecto protector, es poco lo que se co-
noce en algunas especies acerca de como los factores exter-
nos pueden influir en sus niveles, y por lo tanto, modificar los
efectos observados. Ademas es reconocido que la accidon del
FS y sus componentes es dependiente de los factores relacio-
nados con el espermatozoide, en particular el tipo de procesa-
miento, al cual son expuestos.

Basados en los resultados del presente estudio se con-
cluye que, la adicion de FS con proteinas de distintos peso
molecular, al medio de congelacién afadido antes de la crio-
preservacion, protege a los espermatozoides y mantiene los
parametros funcionales dentro del mismo rango que el Equex
STM Paste, reportado desde hace mas de una década, como
el mejor componente en la estabilizacion de membranas, de-
jando de manifiesto que el medio de congelacién con protei-
nas del FS tiene la ventaja del bajo costo, no ser toxico y ser el
medio fisiolégico natural de los espermatozoides.
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