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Resumen

Considerando que la criopreservacidon de los espermatozoides es una herramienta basica en la aplicacion de biotecnologias
reproductivas, pero que sin embargo causa alteraciones en los espermatozoides, incluyendo una disminucién significativa de su
capacidad fecundante, se discute en este articulo dafos en la funcionalidad espermatica, asociadas a una menor capacidad
fecundante en espermatozoides criopreservados de perro.
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Introduccién

La utilizacion de la Inseminacion Artificial y la criopreservacion del semen en caninos abre diferentes perspectivas en relacién a
la transferencia de material genético entre diferentes regiones, aumentando la variabilidad genética y la mayor utilizacion de
machos con mejores caracteristicas. Ademas, la adecuada preservacidn del semen en la especie canina permiten poder aplicar
estas técnicas a otras especies de canidos silvestres, lo que adquiere mayor importancia en aquéllas que se encuentran en
peligro de extincién.

El aumento que ha experimentado la utilizacién de semen criopreservado, hace necesaria la investigacion de los efectos que
genera el proceso de criopreservacién sobre los espermatozoides, que se traducirian en el detrimento de su capacidad
fecundante, factor crucial en términos de logro de prefiez. En este contexto, cobran importancia los estudios que permitan
determinar los dafos en la funcién espermatica causados por las bajas temperaturas y que puedan afectar los procesos
involucrados en la interaccién gamética y fecundacion.

Efecto de las Bajas temperaturas

El enfriamiento y la congelacién a que se someten los espermatozoides para lograr preservarlos por periodos cortos o largos
respectivamente, constituye una herramienta basica en la implementacién de biotecnologias en reproducciéon, como también
en ensayos experimentales en investigacion. Sin embargo, la criopreservacion causa alteraciones en las estructuras del
espermatozoide, asociado a cambios funcionales (Medeiros et al., 2002; Cheng et al., 2005), que se traducirian en el detrimento
de su capacidad fecundante. Los espermatozoides de perro presentan una gran diferencia que se observa en el tiempo de
sobrevida de los espermatozoides eyaculados, 268 horas (Petrukina et al., 2004), versus los congelados-descongelados con 12
horas en el tracto genital de la hembra (Linde-Forsberg 1999), lo que influiria en los porcentajes de fertilidad al utilizar semen
congelado. La evaluacién de la interaccién gamética en espermatozoides criopreservados caninos (De los Reyes et al., 2006), ha
demostrado que el dafio producto del enfriamiento afecta severamente la funcionalidad espermatica en relacién a su
capacidad de penetracién a la zona pelucida (Strom Holst et al., 2000; De los Reyes et al., 2009a, b).

En estudios de nuestro laboratorio, hemos podido determinar que la viabilidad de espermatozoides de perro expresada a
través de la actividad mitocondrial evaluada con la sonda fluorescente Mitotracker como la integridad acrosomal evaluada
segun la accesibilidad del SBTI-conjugado con AlexaFluor 488 al acrosoma de espermatozoides vivos, que en los
espermatozoides refrigerados hay una disminucion significativa de la viabilidad e integridad de membrana con respecto a los
espermatozoides frescos, observandose también un aumento en la ruptura acrosomal de los espermatozoides refrigerados,
diferencia que se mantiene al ser incubados hasta 6 horas (Manosalva et al., 2004).

La reduccion de la fertilidad en el semen congelado es mas drastica aun en relacion al semen refrigerado y es atribuida en gran
medida a alteracidn en la membrana y su funcidn durante el enfriamiento (Parks y Graham, 1992). Aun no esta totalmente
claro la naturaleza del dafio en la membrana celular del espermatozoide a bajas temperaturas, pero hay evidencias que
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sugieren que esta alteracidén seria provocada por un reordenamiento de los lipidos de la membrana, necesarios para una
adecuada funcién (Hammerstedt et al.,, 1990; De los Reyes, 2004). El shock térmico se puede considerar como un estado
extremo de un estrés celular continuo, el que perdura bajo los 0° C, teniendo un rango de temperatura de 5 a -15°C (Wastson,
2000). La susceptibilidad a las bajas temperaturas varia de acuerdo con la especie, la relacion entre los acidos grasos saturados
y polinsaturados unidos a los fosfolipidos de la membrana, condicionaria el grado de sensibilidad al shock térmico. Los
espermatozoides caninos serian menos susceptibles en comparacidén a otras especies (Bouchard et al., 1990; De los Reyes,
2004). El enfriamiento de los espermatozoides induciria cambios morfoldgicos en la membrana plasmatica, tales como la
separacion lateral de la fase lipidica con las proteinas integrales, lo cual seria sélo parcialmente revertido después de la
descongelacién (Buhr et al, 1994). La permeabilidad de las membranas aumenta después del enfriamiento lo que podria
deberse a un efecto especifico sobre los canales celulares. La regulacién del calcio se afecta por el enfriamiento lo que tendria
consecuencias en términos de la funcion celular, que en casos severos, puede ser incompatible con la viabilidad del
espermatozoide. La disminucion en la fertilidad observada en el semen criopreservado resultaria por tanto, ademas de la
disminucion de la viabilidad, a posibles alteraciones en la funcionalidad espermatica (capacidad fértil), de la poblacion de
espermatozoides que lograron sobrevivir al proceso.

Criopreservacion y capacitacion espermatica

Estudios en espermatozoides congelados, han relacionado el efecto de someter a los espermatozoides a bajas temperaturas y
el tiempo requerido en la capacitacion, sugiriendo una diferente funcionalidad entre los espermatozoides frescos y aquellos
que se han congelado (Watson, 2000; Fuller y Whittingham, 1997). Se ha sugerido que la criopreservacion, por tanto,
promoveria modificaciones, que segun diversos autores serian similares a la capacitacion del espermatozoide. Esto podria estar
dado por cambios a nivel de la membrana, especialmente en los canales de calcio, permitiendo un mayor influjo de calcio,
estimulando el proceso de capacitacion espermatica en los espermatozoides congelados y descongelados. Este fenémeno
produciria, segin lo demostrado en especies como humanos (Critser et al., 1987); carneros (Garde et al., 1993); bovinos
(Cormier et al., 1997), raton (Fuller y Whittingham, 1997) y recientemente lo estudiado en nuestro laboratorio en perros (De los
Reyes et al., 2009; Palomino y De los Reyes, 2009), un menor tiempo de capacitacidn y penetracion espermatica a través de la
zona pellcida, lo que podria explicar, en parte, la reduccidn en el tiempo de vida fértil de los espermatozoides criopreservados.

El proceso de unidn y penetracién a la ZP es una caracteristica de los espermatozoides viables (Strom-Holst et al. 2000). La
criopreservacion produce muerte de algunos espermatozoides y reduce la viabilidad de los que no murieron. Las diferencias en
la union y penetracién entre semen fresco y criopreservado durante el co-cultivo con ovocitos de perra, indica que el tiempo de
estos procesos es diferente entre estas poblaciones espermdticas, siendo mds rapida o mas temprana en aquellos
criopreservados, no siendo capaces de retener la capacidad fecundante por mas tiempo, lo que podria estar relacionado, entre
otras alteraciones, a su estado acrosomal. De acuerdo a lo anterior, hemos planteado que los espermatozoides criopreservados
de perro, no presentan los mismos cambios de la capacitacion, mas bien procederian en forma directa a la exocitosis
acrosomal.

En verracos el patrén de fosforilacién de la tirosina no seria el mismo en espermatozoides frescos y criopreservados (Watson,
2000). Segun estudios en espermatozoides de potro, se sugeriria que aquellos que han sido criopreservados pueden ser mas
sensibles a estimulos que induzcan cambios asociados a la capacitacion y reaccién acrosémica (Pommer et al., 2003).

Dentro de los eventos que ocurren durante la RA, que involucra la fusion de la membrana acrosomal externa con la membrana
plasmatica del espermatozoide, estaria la activacion y liberacién gradual del contenido acrosomal, incluyendo en este proceso a
la serina-proteasa acrosina, cuya presencia ha sido demostrada en los espermatozoides de diversos mamiferos.

Esta enzima es almacenada en su forma cimdgena como pro-acrosina (Kim y Gerton, 2003). La pro-acrosina catalizaria su propia
conversion a la forma activa durante la RA (Moreno y Barros, 2000). Se ha postulado a la acrosina como responsable de la unién
secundaria del espermatozoide a la zona peltcida (Urch y Patel, 1991; Howes et al., 2001). Esta unidn se lograria a través de un
sito de unién a poli-sulfatos que poseen el cimdgeno. Se ha caracterizado este sitio, y mediante el uso de péptidos y
anticuerpos especificos se ha logrado inhibir significativamente la penetracion y fecundacién en ratén y cerdo (Moreno y
Barros, 2000).

En nuestros estudios hemos podido determinar mediante inmunofluorescencia indirecta utilizando anticuerpos monoclonales
anti proacrosina/acrosina humana (C5F11), que tienen una reaccidn cruzada con espermatozoides de perro (Cortés et al.,
2006), como de otras especies (Moreno et al, 2002), que espermatozoides frescos y congelados de perro presentan la misma
marca fluorescente en la region acrosomal, sin embargo, la proporcién de espermatozoides congelados inmunomarcados, es
menor que en aquellos frescos, lo que podria indicar una pérdida prematura de acrosina en estos espermatozoides,
probablemente por alteraciones durante el proceso de congelacidn y descongelacion (Cortés et al, 2006).

Utilizando la prueba fluorescente SBTI-Alexa488, que se une a proteasas activas (en este caso acrosina), hemos podido
determinar que los espermatozoides frescos no capacitados muestran un menor porcentaje de marca brillante en la regién
acrosomal comparados con los espermatozoides descongelados, lo que podria sugerir en los espermatozoides congelados una
posible induccidn a la activacidn de la proacrosina (Cortés et al, 2006).
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A través del estudio de la liberacion del sistema proacrosina/acrosina durante la capacitacion espermatica y reaccidn

acrosomica, mediante Western-Blot (De los Reyes et al., 2009c) y técnicas de inmunocitoquimica (De los Reyes et al., 2011),

hemos evaluado en los espermatozoides caninos que han sido criopreservados (refrigerados o congelados) cambios en los

patrones de liberacion de la acrosina en comparacion con aquellos frescos, demostrandose una liberacion temprana y no

sostenida en el tiempo, lo que explicaria mejor las variaciones en la capacidad fecundante entre espermatozoides frescos y

congelados.
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