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Resumen

Esta investigacion evalué el efecto del Resveratrol (RES) en la congelacion y vitrificacion de
espermatozoides de toro sobre la calidad espermatica. Para esto, veinticuatro eyaculados de
toro fueron recolectados con vagina artificial, diluidos con el medio TCG-EY (tris, &cido citrico
y glucosa + 6% de yema de huevo) y distribuidos en 4 grupos de acuerdo al método de
criopreservacion (congelacion [CC] y vitrificacion [VIT]) y la suplementacion de RES (50 uM y
0 [CONTROL]): CC-RES, CC-CONTROL, VIT-RES, y VIT-CONTROL. La congelaciéon se
realiz6 en pajuelas de 0,25 mL, con 5% de glicerol y vapores de nitrdgeno liquido (NLz) estatico;
mientras que la vitrificacion se realizé con 100 mM de sacarosa y sumergiendo las muestras
en gotas (30 pL) en NL2. En general, la congelacion produjo una mejor criorespuesta de calidad
espermatica que la vitrificacion, independientemente de la adicién de RES. El RES mejoro
(P<0,05) la integridad de la membrana espermatica previo a la congelacion y la motilidad total
previo a la vitrificacion comparado con sus controles. Posterior a la congelacion, el RES
incremento (P<0,05) las motilidades total y progresiva, e integridad de membrana plasmética
y acrosomal (CC-RES vs. CC-CONTROL). Por otro lado, después de la vitrificacion, el RES
increment6 (P<0,05) la frecuencia de batida de flagelo (BCF) y disminuyé (P<0,05) el estrés
oxidativo (VIT-RES vs. VIT-CONTROL). En conclusién, el Resveratrol mejor6 la motilidad y la
integridad de la membrana plasmatica y acrosomal de espermatozoides bovinos antes y
después de la congelacion, y redujo el estrés oxidativo posterior a la vitrificacién. Se
recomienda evaluar el efecto del Resveratrol sobre la fertilidad.

Palabras clave: espermatozoides bovinos, criopreservacion, congelacion,
vitrificacion, resveratrol
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Abstract

This research evaluated the effect of Resveratrol (RES) on the cryopreservation of bull
spermatozoa by conventional slow freezing or vitrification and its impact on sperm quality. For
that, twenty-four bull ejaculates were collected using an artificial vagina, diluted with TCG-EY
(tris, citric acid, and glucose + 6% egg yolk) medium, and then four groups were conformed
according to the cryopreservation method (conventional freezing [CF] and vitrification [VIT])
and RES supplementation (0.05 mM and 0 [CONTROL]): CF-RES, CF-CONTROL, VIT-RES,
and VIT-CONTROL. Freezing process was performed using 5% glycerol, 0.25 mL straws, and
exposing to liquid nitrogen (NLz) vapors. Vitrification was performed using 100 mM sucrose and
submerging the samples in pellets (30 L) into NL2. Overall, CF produced a better sperm quality
cryoresponse than VIT procedure, regardless of RES addition supplementation. RES improved
(P<0.05) the sperm membrane integrity before freezing and the total motility before vitrification
compared to their controls. After freezing-thawing, RES increased (P<0.05) total and
progressive matility, as well as plasmatic and acrosomal membrane integrity (CF-RES vs. CF-
CONTROL). Atfter vitrifying-warming, RES increased (P<0.05) the beat cross frequency (BCF)
and decreased (P<0.05) oxidative stress (VIT-RES vs. VIT-CONTROL). In conclusion,
Resveratrol improved the motility and plasmatic and acrosomal membrane integrity of bull
sperm before and after freezing and reduced oxidative stress after vitrification. Further research
is recommended to evaluate the effect of Resveratrol on fertility.

Keywords: bovine spermatozoa, cryopreservation, freezing, vitrification,
resveratrol
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Glosario

ADN: Acido desoxirribonucleico

ALH: Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza
AMPc: Adenosin monofosfato ciclico

AMPK: Proteina kinasa activada por AMPc

ANOVA: Analisis de varianza

AOP: Actividad total antioxidante

BCF: Frecuencia de batida de flagelo

BSA: Albumina sérica bovina

BSP: Major proteins of bovine seminal plasma

CASA: Andlisis espermaético asistido por computadora
CAT: Catalasa

CC: Congelacion convencional

Co: Control

DMSO: Dimetilsulféxido

DPDA: Membrana plasmaticay acrosoma dafiados
DPIA: Membrana plasmaética dafiada y acrosoma intacto
DVB: Diarrea viral bovina

EO: Estrés oxidativo

FIV: Fecundacion in vitro
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FoxO1: Factor de transcripcion Fox
GABA: Acido gamma amino butirico
GLM: Modelo lineal general

GLY: Glicerol

GSH: Glutation reductasa

GSH-Px: Glutation peroxidasa

H202: Perdxido de hidrégeno

HOST: Test hipoosmatico

IA: Inseminacion artificial

IATF: Inseminacion artificial a tiempo programado
IBR: Rinotraqueitis Infecciosa Bovina

IPDA: Membrana plasmaética intacta y acrosoma dafiado
IPIA: Membrana plasmatica intacta y acrosoma intacto
KOH: Hidréxido de potasio

LDL: Lipoproteinas de baja densidad

LIN: Velocidad promedio lineal

LP: Per oxidacion lipidica

LPO: Peroxidacion lipidica

mM: Milimolar
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PI: Yoduro de propidio

PNA-FITC: Doble tincion fluorescente
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RES: Resveratrol

ROS: Especies de oxigeno reactivo
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Introduccion

La criopreservacion de espermatozoides ha permitido conservar el material genético de varias
especies domésticas y silvestres por un tiempo indefinido, y luego usarlo en las técnicas de
reproduccién asistida (TRA) (Cardoso et al.,, 2020). Asimismo, la criopreservacion de
espermatozoides ha contribuido a los programas de conservacion de germoplasma de razas
genéticamente valiosas y de especies en peligro de extincion (Madrigal-Valverde et al., 2020).
El semen criopreservado ha sido usado en programas de mejoramiento genético de bovinos,
caprinos, ovinos y otras especies domésticas mediante la inseminacién artificial (l1A)
convencional y a tiempo programado (IATF), protocolos de multiovulacion y transferencia de
embriones (MOET), y fecundacion in vitro (FIV) (Skidmore et al., 2018). Sin embargo, a pesar
de los grandes avances en la criopreservacion de esperma bovino todavia sigue constituyendo
un gran desafio debido a las bajas tasas de criosupervivencia celular y, por lo tanto, a las bajas
tasas de fertilidad logradas después de la IA (Santiago-Moreno & Galarza, 2019).

Durante la criopreservacion, los espermatozoides bovinos son susceptibles a diversos eventos
como el deterioro de la membrana plasmatica y acrosomal, alteracion de la cromatina y dafio
mitocondrial (Khalil et al., 2018), que pueden provocar en alguna subpoblacién celular cambios
ultraestructurales, bioquimicos y funcionales (Grétter et al., 2019; Mazur, 1984). Por lo general,
alrededor del 50% de los espermatozoides sobreviven a la criopreservacion, lo que provoca
una disminucién de la capacidad fecundante comparado con el semen fresco (Watson, 2000).
Otras lesiones criogénicas suponen un acortamiento del tiempo de vida de los
espermatozoides, dafos en la capacitacion espermatica (Bailey et al., 2000), degeneracion de
la membrana plasmatica (Cormier & Bailey, 2003; Pons-Rejraji et al., 2009), aumento del estrés
oxidativo y/u osmatico y fragmentacion del ADN (Naresh & Atreja, 2015; Westfalewicz et al.,
2015). Por otro lado, el incremento desmesurado de la produccién de especies de oxigenos
reactivo (ROS; por sus siglas en inglés “Reactive Oxygen Species”) generados principalmente
a nivel mitocondrial durante la criopreservacion, determina la peroxidacion de fosfolipidos
(LPO) de la membrana del espermatozoide. Ademas de ello, los radicales libres (H202, O2- y
OH-) alos cuales estan expuestos las células desencadenan apoptosis que se reflejara en la
alteracion del potencial de membrana mitocondrial interna (AYm), fragmentacion del ADN,
alteracion de la fosfatidilserina en la membrana plasmatica y activacion de caspasas (Santiago-
Moreno et al., 2013).

Los mecanismos antioxidantes enddgenos atentan los efectos deletéreos causados por la
criopreservacion (Upadhyay et al., 2021). Varios antioxidantes enzimaticos endégenos como
el glutation reductasa (GSH), glutation peroxidasa (GSH-Px), superéxido dismutasa (SOD) y
catalasa (CAT), protegen la membrana plasmatica contra la LPO que pueden sufrir los

espermatozoides bovinos durante la criopreservacion. Esta proteccion antioxidante permite
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obtener valores aceptables de motilidad e integridad de las membranas plasmatica, acrosomal
y mitocondrial posterior al proceso de criopreservacion (Bansal & Cheema, 2016; Losano et
al., 2018). Los antioxidantes exdgenos reducenel efecto perjudicial de las ROS e incrementan
la calidad de los espermatozoides congelados y descongelados (Sariézkan et al., 2009). Se ha
demostrado que nuevos antioxidantes exdgenos, como el crocin, proantocianidinas
oligoméricas y flavonoides (Ej. hoja de bambu), vitamina E (a-tocoferol) y su combinacién con
aceite de linaza (Mousavi et al., 2019; Peris-Frau et al., 2020; Sapanidou et al., 2015; Yuan et
al.,, 2021) han protegido la integridad de la membrana de los espermatozoides bovinos
criopreservados. Aunque la actividad antioxidante ha proporcionado efectos benéficos a las
células, el rendimiento en la criosupervivencia espermatica no ha logrado mejorar las tasas de

fertilidad (in vitro o in vivo).

El resveratrol (RES) (3, 5,40- trihidroxistilbeno), es un antioxidante polifenélico compuesto
guimicamente por dos anillos aromaticos unidos por un puente metilo (2,2-azinobis;
3etilbenzotiazolina-6-sulfénico;  1,1-difenil-2-picrilhidrazilo), que ha sido usado como
antioxidante en espermatozoides criopreservados. El RES es un potente aditivo natural
presente en diferentes principios dietéticos como las uvas, vino tinto, bayas, pistachos, ciruelas
y cacahuates (King et al., 2006). Su estructura es similar al dietilestilbestrol y al estradiol (Tvrda
et al., 2015). Ademas, el RES ha sido categorizado como una fitoalexina debido a su sintesis
en las plantas en respuesta a factores de estrés exdgenos como las lesiones, la radiacion
ultravioleta, la exposicién al ozono y las infecciones fungicas; estos beneficios han promovido
que el RES sea utilizado principalmente en la medicina tradicional china como el ingrediente

activo de las raices secas de Polygonum cuspidatum (Gambini et al., 2015).

Los efectos antioxidantes del RES permiten disminuir la LPO, actuando como un eliminador
directo de ROS durante la congelacion de los espermatozoides. Ademas, actla indirectamente
como un agente quelante de cobre y hierro reduciendo la apoptosis en las células germinales
e incrementando la espermatogénesis por la estimulacion del eje hipotalamo — hipofisiario —
gonadal sin generar efectos secundarios (Zhu et al., 2019).

La suplementacion del RES a medios de congelacion ha incrementado la motilidad, actividad
mitocondrial y la integridad del ADN del esperma bovino. Assuncgéo et al. (2021), evaluaron la
dosis mas idénea de RES (50, 100, y 1000 uM) suplementando al medio de congelacion y
demostrando que la concentracién de 50 uM protegié de una mejor manera la integridad de
las membranas plasmatica y acrosomal; sin embargo, su efecto no fue evidenciado en la
fertilidad in vitro. Asimismo, Li et al. (2018) demostraron que el RES disminuye
significativamente los niveles nocivos de ROS, protege la funcién mitocondrial, la integridad
acrosomal y, a diferencia de Assuncéo et al. (2021), incrementé la fertilidad in vitro. En bufalos,

la adicion de RES al diluyente TCG (tris, &cido citrico y glucosa) mejoré los parametros de
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calidad espermatica, niveles de Adenosin trifosfato (ATP), capacidad fecundante de los
espermatozoides, y disminuyd eficientemente la fragmentacion del ADN y la LPO durante la
criopreservacion (Ahmed et al., 2020). En rumiantes menores, el RES redujo el estrés oxidativo
y aumento la fertilidad y supervivenciadespués del proceso de congelacién (Lv et al., 2019).
En verracos, el RES incrementé la capacidad fecundante in vitro (Sun et al., 2020) y redujo el
estrés oxidativo inducido (Tvrda et al., 2015). En conejos, el RES, mejord la fertilidad al
potenciar los andrégenos actuando directamente sobre los receptores de estrogenos, lo que
permiti6 aumentar el nimero y la motilidad de los espermatozoides epididimarios (Shin et al.,
2008). Para nuestro mejor conocimiento, no existe informacion del efecto del RES en
espermatozoides bovinos sometidos al proceso de vitrificacion.

Con base a todo lo antes mencionado, esta investigacion pretendié demostrar los efectos
benéficos del RES suplementado al diluyente de base sintética TCG-YH (6 % de yema de
huevo) sobre los parametros cinéticos, la integridad de membranas y la reduccién del estrés
oxidativo en espermatozoides bovinos.
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Objetivos
a) Objetivo general

- Evaluar el efecto del Resveratrol en la congelacion y vitrificacion de espermatozoides de

toro sobre la calidad espermaética.

b) Objetivos especificos

- Evaluar la cinética espermatica e integridad simultanea de las membranas plasmatica
y acrosomal de espermatozoides de toro frescos, congelados vy vitrificados con y sin
Resveratrol

- Evaluar el estrés oxidativo de espermatozoides de toro congelados vy vitrificados con y

sin Resveratrol.

Hipotesis

La adicién de 50 uM de Resveratrol al medio sintético de congelacién (TCG-YH+5% glicerol) y
vitrificacion (TCG-YH+100 mM sacarosa) mejora la criosupervivencia espermatica y disminuir

el estrés oxidativo en espermatozoides bovinos.
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Revision de literatura
2.1. Espermatogénesisen el bovino

En los tubulos seminiferos de los testiculos se originan las células esperméticas. Las primeras
células son los espermatogonias o0 gonocitos, que se encuentran en una capa sobre la base
de los tdbulos seminiferos; estos empiezan a dividirse por mitosis hasta formar los
espermatocitos primarios en una capa superior. Posteriormente, a través de divisiones
meidticas se forman las espermatidas, que son células haploides que deberan sufrir cambios
morfolégicos durante su trayecto hacia el lumen de los tdbulos seminiferos (Barth & Oko,
1991).

Durante la espermiogénesis, las espermatidas, que son células de forma redondeada, entraran
a un proceso de diferenciacién que dura aproximadamente 17 dias y que permitira su
estiramiento y transformacion final en espermatozoides. Finalmente, seran liberados a la luz
en un proceso llamado espermiacion. El ciclo en los tabulos seminiferos en los toros dura 13,5
dias y la duracion total de la espermatogénesis es de 4,5 ciclos o 61 dias (Staub & Johnson,
2018).

2.2. Estructuradel espermatozoide bovino

2.2.1. Cabeza

La cabeza representa una gran proporcion de la parte anterior del espermatozoide. Se encarga
de la penetracion al ovocito y entrega del paquete genético haploide. Esta formada por:

- Nducleo: Parte central de la cabeza y en su interior estan los cromosomas haploides
del macho. La cromatina es homogénea en la mayoria de especies a excepcion de
primates y el humano, que presentan vacuolas nucleares, las cuales se consideran
indeseables en la mayoria de mamiferos (Barth & Oko, 1991).

- Teca perinuclear: Consiste en un citoesqueleto que protege por completo al ndcleo
excepto en la base y se compone de tres segmentos que son la capa subacrosomal
(involucrada en la penetracion de la zona pellcida), segmento ecuatorial (evita la
formacion de vesiculas durante la reaccion acrosomal) y la capa postacrosomal (entra
en contacto con el citoplasma ovocitario) (Schatten & Constantinescu, 2008).

- Acrosoma: Durante la espermiogénesis, las vesiculas de Golgi se uneny forman una

membrana que contiene enzimas como la hialuronidasa, acrosina, arilsulfatasa,
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neuroaminidasa, colagenasa, esterasa y catepsinas (Schatten & Constantinescu,
2008).

2.2.2. Cuello

El plato basal, que es la porcién céncava de la cabeza, se une al capitulum (parte convexa de
la cola) gracias al cuello del espermatozoide, el cuello se desprende de la cabeza cuando el
espermatozoide penetra al ovocito (Staub & Johnson, 2018).

2.2.3. Cola espermética

Esta conformada por 4 partes: cuello, pieza intermedia (rodeado por mitocondrias), principal
(rodeado por un escudo fibroso) y final; la cola esta rodeada por una membrana y en su interior
contiene al axonema (conformado por microtubulos) (Barth & Oko, 1991).

2.3. Fisiologia espermaticabovina

2.3.1. Maduracién

Los espermatozoides son incapaces de fecundar un ovocito cuando salen a la luz del tabulo
seminifero, por lo que requieren madurar en el epididimo a través de procesos de
incorporacion, modificacion y translocacion proteica. Las células epiteliales permiten la
secrecion y reabsorcion de proteinas. El adenosin monofosfato ciclico (AMPc) estimula la
fosforilacion proteica de tirosina que permite la hiperactivacion cinética que ocurrira en la
capacitacion. La motilidad espermética es determinada en esta fase.

2.3.2. Capacitacion

El proceso de capacitacién que se da en el aparato reproductor de la hembra es necesario
para que los espermatozoides puedan penetrar al ovocito. La capacitacion se produce en el
Utero y en el oviducto y dura alrededor de 1-7 horas, en ese tiempo se incrementa el
metabolismo y con ello el consumo de oxigeno; ademas, se activan los receptores y el
espermatozoide adquiere competencia (Barth & Oko, 1991).

En los mamiferos, el oviducto es el responsable principal de la capacitacion pues en la primera
porcion del oviducto los espermatozoides encuentran un ambiente seguro para formar un
reservorio. Posteriormente, se produce la hiperactivaciéon que incrementa la motilidad del

espermatozoide y permite su transporte por el aparato reproductor femenino. Se considera que
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el bicarbonato y el pH del eyaculado inducen la activacion de la adenilciclasa y con ello la
activacion de la motilidad espermatica. Finalmente, el movimiento lateral de cabeza aumenta

por lo que el movimiento pasa de ser rectilineo a curvilineo (Rodriguez-Martinez, 2007).

2.3.3. Reaccion acrosomal

Unicamente los espermatozoides que han sido capacitados pueden realizar el proceso de
reaccion acrosomal, que consiste en la fusiéon de la membrana plasmética con la membrana
acrosomal externa cuando el espermatozoide entra en contacto con la zona peltcida o con la
matriz extracelular del ovocito. En general, se producen tres fendmenos durante la reaccion
acrosomal: Se liberan enzimas acrosomales, la membrana interna del acrosoma se expone y
se obtiene la capacidad de fusion entre la membrana plasmaética y acrosomal (del Rio et al.,
2007).

Se ha descrito que la unién de moduladores a los receptores ubicados en la membrana
plasmatica del espermatozoide puede regular la reaccién acrosomal. Algunos moduladores de
esta reaccion son: progesterona, estradiol, angiotensina I, catecolaminas, insulina, leptina,
prolactina, relaxina y GABA (Vigil et al., 2011).

2.4.  Criopreservacion

La criopreservacion es una biotecnologia reproductiva encaminada a mantener la viabilidad
espermaticay la fertilidad a temperaturas bajo cero; no obstante, provoca consecuencias en
los espermatozoides, explicados principalmente por la generacion de cristales de hielo y la
deshidratacion celular. Los cristales de hielo extracelular provocan un aumento de la
concentracion de solutos extracelulares, esto genera un gradiente de concentracion que
moviliza el agua desde el medio menos concentrado (intracelular) hacia el medio mas
concentrado (extracelular), resultando en la deshidratacién de las células (Tasdemir et al.,
2013).

Es necesario considerar también la velocidad de congelacion, si es muy rapida, el
espermatozoide es incapaz de deshidratarse lo suficientemente rapido al alcanzar la
temperatura de nucleacion del agua intracelular, por lo que el agua queda en forma de hielo
intracelular. Por otra parte, sila velocidad es muy baja entonces provoca deformaciones debido
a una deshidratacion extremay prolongada que altera la formay el tamafio; ademas, se reduce
el volumen y provoca alteraciones en la membrana (Grotter et al., 2019).

La criopreservacion provoca cambios fisicos y quimicos en el semen, especialmente por el

hecho de que los espermatozoides tienen una superficie larga pero un tamafio pequefio, esta
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caracteristica se interpone con la viscosidad y la temperatura de transicion vitrea del citosol
intracelular, por ello la fertilidad del semen criopreservado es menor a la del semen fresco
(Ugur et al., 2019).

Por otra parte, la criopreservacion altera el contenido de colesterol, el nimero de
espermatozoides viables y la reaccién acrosomica. Ademas, se reconoce que esta técnica
induce efectos indeseables como: producir ROS a nivel mitocondrial, que provocan la
peroxidacién de la membrana plasmatica, afectando su funcionalidad y disminuyendo la
motilidad y viabilidad; ademas, también desencadena la fragmentacién del ADN debido a que
hay translocacion de la fosfatidilserina y se activan las caspasas, las cuales desencadenan la
actividad de nucleasas dentro del citoplasma que degradan el ADN y los microtibulos (Raheja
et al., 2018).

Asimismo, otro efecto indeseable es la apoptosis inducida por los ROS. Finalmente, el estrés
osmotico también es indeseable debido a que genera alteraciones de la cabeza, membrana y
microtubulos. Para contrarrestar estas consecuencias asociadas a la criopreservacion se
implemento el uso de crioprotectores, los cuales tienen como principal objetivo resguardar a
los espermatozoides de dafios inducidos por la formacion de cristales de hielo y el shock
térmico; ademas, reducen el punto eutéctico. En general, los crioprotectores se clasifican en
penetrantes o no penetrantes (Groétter et al., 2019).

2.4.1. Crioprotectores
2.4.1.1. Agentes crioprotectores penetrantes

Los agentes crioprotectores penetrantes o permeables (ACP) se caracterizan por tener bajo
peso molecular, lo que les permite atravesar la membrana, estos agentes son ideales para
deshidratar a los espermatozoides a bajas velocidades de congelacion. Entre estos agentes
se encuentran el glicerol, dimetilsulfoxido (DMSO), propanediol, etilenglicol (ETG),
propilenglicol y las amidas como la dimetilacetamida (DMA) y dimetilformamida (DMF) (Ezzati
et al., 2020).

El primer crioprotector utilizado fue el glicerol y actualmente se mantiene como el crioprotector
mas usado para la criopreservacion de semen bovino gracias a su gran capacidad de
deshidratar las células mediante estimulacion osmotica. Desafortunadamente, algunos efectos
del glicerol ain no estan claros y se asocian a un desencadenamiento de estrés osmaotico y
toxicidad en altas concentraciones. La literatura indica que las concentraciones mas usadas
estan entre el 4 al 10% (v/v) (Ugur et al., 2019).
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Adicionalmente, el DMSO es otro crioprotector muy usado por la capacidad de proteger al
espermatozoide del dafio causado por el procedimiento de manera similar al glicerol. A pesar
de ello, Shah et al., (2016) reportaron que la combinacion de 1,75% de glicerol y 1,75% de
DMSO a un diluyente de refrigeracion (a 4 °C) mantienen la integridad de la membrana
plasmética y acrosémica; ademas, produce una fertilidad del 69,45%, sugiriendo que estos dos
crioprotectores desencadenan un efecto sinérgico.

Por otro lado, el ETG, un crioprotector penetrante, puede ser usado como alternativa del
glicerol, debido a su bajo peso molecular puede atravesar la membrana plasmética del
espermatozoide con mayor facilidad. De hecho, el ETG ha generado mejores resultados de
motilidad posterior a la descongelacion de semen de toro comparado con el glicerol y el

DMSO, debido a un menor estrés osmoatico (Tasdemir et al., 2013). Estos resultados difieren
con aqguellos obtenidos por Gororo et al., (2020) que encontraron que no existe diferencias
significativas en la supervivencia post-descongelacién cuando compararon al DMSO con el
glicerol al 7% (viv) y ETG al 7% (v/v).

2.4.1.2. Agentes crioprotectores no penetrantes

Por otro lado, también hay agentes crioprotectores no penetrantes (ACNP) que se caracterizan
por tener alto peso molecular y actdan contribuyendo a sustraer el liquido intracelular a través
de la diferencia de la presion osmética sin penetrar a la célula. Los ACNP son usados en altas
velocidades de enfriamiento (15000 a 20000 © C/min). Dentro de los ACNP encontramos a las
azucares monosacaridos (glucosa, dextrosa, dextrano, fructosa, lactosa), disacéaridos
(sacarosay trehalosa), trisacaridos (rafinosa) y otros compuestos como la polivinilpirrolidona
(PVP), ficol, sorbitol, entre otros (Raheja et al., 2018).

Uno de los ACNP mas utilizados es la yema de huevo (YH), esta contiene un alto contenido
de lipoproteinas de baja densidad (LDL) que se adhieren a la membrana plasmética (capa
lipidica) y evitan la pérdida de fosfolipidos. Montoya-Péaez et al. (2020) demostraron que la YH
diluida en proporcion 3:1 con agua ultrapura y luego suplementada al medio de congelacion al
30%, produjo resultados deseables de velocidad de los espermatozoides posterior a la

descongelacion y una vitalidad de 86 + 9,02%.

Similarmente, la glucosa también forma parte del grupo de crioprotectores no penetrantes, al
ser de alto peso molecular no ingresa a la membrana y ayuda a incrementar la osmolaridad
efectiva del medio; ademés, se considera que también puede ser una fuente energética. Bhat
et al., (2020) demostraron que el uso de 3-O-metilglucosa, un aztcar metabolizable formado
por glucosa, proporciona resultados satisfactorios en la viabilidad post-descongelacion al
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afnadir 5 mmol/L de 3-O-metilglucosa a una dilucion tris-yema de huevo-glicerol; no obstante,
el mecanismo de interaccion ain no es conocido.

Para contrarrestar los efectos toxicos provocados por el glicerol y la yema de huevo se ha
planteado el uso de la sacarosa o trehalosa, ambos son disacaridos que actian como ACNP
para proteger del dafio osmaético. Estos azlcares producen un medio hipertonico al diluyente
gue permite la deshidratacion de la célula antes de que se congele, evitando la formacion de
cristales de hielo intracelular. Igbal et al. (2018) determinaron que al suplementar con trehalosa
(45 mM), YH (15%) y glicerol (5%) mejora significativamente la integridad de las membranas

plasmaticay acrosomal de los espermatozoides de toro.

2.4.2. Factores que determinan la crioresistenciaesperméatica

La crioresistencia espermatica se ve afectada por diferentes factores tales como: el origen de
los espermatozoides que determina variaciones en la congelacion, produciendo una mayor
criosupervivencia celular de aquellos espermatozoides de origen epididimario que los de origen
eyaculado. Esta mejor crioresistencia se debe a las diferencias quimicas y fisicas de los acidos
grasos insaturados, fosfolipidos y el colesterol de la membrana plasmética que proporciona
menor susceptibilidad a dafios criogénicos (O’Brien et al., 2019). El plasma seminal, otro factor
gue influye en la crioresistencia, posee proteinas que permiten una adecuada congelacion y
otras que evitan dafios espermaéticos, por ejemplo, las Major proteins of bovine seminal plasma
(BSP), que determinan un eflujo de colesterol y fosfolipidos desde la membrana del
espermatozoide hasta el medio externo, predisponiendo a una sensibilidad a la crioresistencia
(Santiago-Moreno & Galarza, 2019; Pini et al., 2016).

Las diferencias entre machos se convierten en otro factor determinante, por el alto grado de
polimorfismo esperméatico en un mismo eyaculado; sin embargo, los roles que cumplen tanto
el origen como la funcion de las subpoblaciones de espermatozoides aun no estan claros
durante la capacitacion espermaética (Yaniz et al., 2015). La composicion lipidica del esperma
es uno de los elementos claves dentro de la composicion de las membranas celulares, por lo
gue una mejor resistencia al choque térmico lo permiten las especies que poseen una alta
relacion de colesterol/fosfolipidos. (Meyers, 2005; Santiago-Moreno & Galarza, 2019). El perfil
enddcrino en el que se encuentran los machos durante la obtenciéon de espermatozoides, es
otro factor condicionante en la criosupervivencia espermatica. Este factor enddcrino esta
determinado por la época del afio en especies con actividad reproductiva estacional que
confieren alteraciones morfofisiologicas en los espermatozoides (Martinez-Fresneda et al.,
2021). Finalmente, el protocolo de caracteristicas especificas de cada especie podria estar
involucrado en una buena o0 mala respuesta a la crioresistencia espermatica.
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2.4.3. Aditivos y antioxidantes usados en la criopreservacion de semen bovino

Una de las consecuencias mas perjudiciales para los espermatozoides durante el proceso de
criopreservacion es la excesiva produccion de ROS, que desencadena un estrés oxidativo con
efectos perjudiciales como inactivacion de enzimas glucoliticas, lesion en membrana
acrosomal y oxidacion del ADN. Todos estos efectos negativos repercuten en la capacidad
fecundante del espermatozoide. Por lo tanto, el uso de sustancias antioxidantes en la
criopreservacion ha permitido aminorar el impacto de los ROS y con ello mejorar la calidad del
proceso (Donoghue & Donoghue, 1997). Dentro de los antioxidantes usados en la
criopreservaciéon de semen bovino se encuentran los siguientes:

2.4.3.1. Melatonina

La melatonina es una hormona que es producida por la glandula pineal y es responsable del
ritmo circadiano y la estacionalidad reproductiva en algunas especies. A pesar de ser una
hormona se ha reconocido que posee actividad antioxidante al ser capaz de neutralizar al
radical hidroxilo (OH); ademas, favorece la actividad enzimética que metaboliza a los ROS
(Tan et al., 2002). La adicién de melatonina al diluyente para congelacion-descongelacion de
semen mejora la actividad enzimética y la capacidad antioxidante total, resultando en una
reduccion de la peroxidacion lipidica (Ashrafi et al., 2013).

2.4.3.2. Vitamina E

La vitamina E es un antioxidante lipofilico que protege la membrana celular al inhibir la
peroxidacion lipidica (Membrillo-Ortega et al., 2003). Durante la criopreservacion, la presencia
de ROS favorece que los acidos grasos poliinsaturados de la membrana espermatica sufran
de peroxidacion (Jha et al., 2013). Motemani et al., (2017) demostraron que la adicién de
vitamina E al diluyente de semen bovino disminuye la cantidad de H,O,, mejorando el proceso
de conservacion.

2.4.3.3. Acido ascorbico

Naturalmente, la concentracién en el plasma seminal de vitamina C es superior a la que se
encuentra en la sangre, su funcion en el plasma seminal es reducir los radicales de oxigeno y
prevenir el dafio oxidativo al ADN del espermatozoide. Se ha demostrado una reduccion en el
estrés oxidativo al adicionar 5 mM de &cido ascorbico al diluyente, incremento la integridad de
la membrana acrosomal, menos anormalidades morfolégicas y un aumento de
espermatozoides vivos a la descongelacién (Singh et al., 2020).
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2.4.3.4. Ubiquinona

La ubiquinona, también llamada coenzima Q10, es una molécula lipofilica clave en el
metabolismo. Se encuentra en las mitocondrias, y la energia de la que dispone el
espermatozoide depende de esta coenzima. Ademas, se ha reportado que protege contra la
LPO, asi como la fragmentacion del material genético durante la criopreservacion (Talevi et
al., 2013). Saeed et al., (2016) reportaron que la adicién de 30 uM en un diluyente, potencia la
integridad de las membranas y disminuye las anormalidades morfolégicas en semen bovino.

2.4.35. Resveratrol

El resveratrol (3,5,40-trihidroxiestilbeno) es un polifenol que pertenece a los estilbenos, que
son hidrocarburos producidos por plantas en consecuencia a estimulos estresantes como la
radiacion solar, incrementos bruscos de la temperatura ambiental, dafios fisicos y agentes
patégenos. La actividad enzimética de la estilbeno sintetasa permite la formacion de resveratrol
a partir de fenilalanina, presentandose dos isoformas: trans y cis (Pasquariello et al., 2020).
Ademas, es una fitoalexina natural de bajo peso molecular cuya capacidad antioxidante es
mayor a la de la vitamina E y C y es menos toxica (Li et al., 2018).

Por otra parte, es considerado un fitoestrégeno debido a que su estructura quimica, es
semejante al dietilestilbestrol, por lo que el resveratrol es un agonista de los estrégenos y es
capaz de unirse a los receptores de estrogenos a y 8 (Bowers et al., 2000). Por tanto, los
estrégenos son en parte responsables de la funcionalidad del aparato reproductor del macho,
por lo que se ha establecido que el resveratrol también regula la funcion reproductiva al
ejecutar actividades paracrinas en los testiculos (Juan et al., 2005).

En general, son muchos los mecanismos antioxidantes que se le atribuyen al resveratrol, pero
pocos han sido comprobados. Se le atribuye una cualidad antioxidante al resveratrol porque
estimula la biogénesis mitocondrial de SIRT1 y la fosforilacion de la AMPK, lo que induce un
aumento transcripcional de enzimas dependientes de FoxOl (Tiwari et al., 2021); en
consecuencia, se produce mas catalasa y superoxido dismutasa, las cuales se encuentran en
el plasma seminal y tienen una importante actividad antioxidante (Martinez & Moreno, 2000).
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Materiales y métodos
3.1. Materiales

3.1.1. Materiales fisicos

e Refrigerador
e Microscopio de contraste de fases y fluorescencia (Nikon Eclipse Ci-E, contraste de
fase negativo [Phl] confiltro verde; Nikon Instruments, Inc., Nueva York)

e Pajuelas de 0,25 mL (IMV, L’Aigle Cedex, Francia)

e Vagina Artificial (Ref: 11021/0020, Minitube GMBH, Alemania)

e Filtro de jeringa estéril Minisart® NML PES 16555 (tamafio de poro 0,45 mm) (Sartorius,
Alemania).

e Tubos Falcon de 15 mL

e Tubos eppendorf de 1,5 mL

e Papel aluminio

e Portaobjetos y cubreobjetos

e Bafio Maria

e Microcentrifuga

e Guantes de examinacion

e Pipetas automaticas

e Vasos de precipitacion de 20 y 100 mL

3.1.2. Materiales bioldgicos

Eyaculados de semen de toro

Yema de huevo

3.1.3. Reactivos
e Diluyente sintético: TCG (tris, &cido citrico y glucosa)
e Nitrogeno liquido
e Resveratrol (R5010, Sigma — Aldrich)
e Gilicerol (G2025, Sigma — Aldrich)
e Sacarosa (S0389, Sigma— Aldrich)
e Hepes (Fluorescencia/ Salt, NaCl, KOH, glucosa, agua destilada)
e Yoduro de propidio (PI, P4170, Sigma — Aldrich)
e Aglutinina (PNA-FITC, L7381, Sigma — Aldrich)
e CellROX Deep Red Reagent fluorescent probe (Ref: 10422, Life Technologies)
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3.2. Métodos
3.2.1. Area de estudio
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Figura 1. Ubicacion del area de estudio (Azuay — Victoria de Portete).

La recoleccién de semen de toro se realiz6 en las granjas de Nero y de Irquis de la Universidad
de Cuenca. La granja Nero (Latitud: -2.9447932; Longitud: -78.9655763) esta ubicada en la
parroquia Bafios del Canton Cuenca a 3.100 metros sobre el nivel del mar (m s.n.m); tiene una
temperatura promedio de 10° C y una precipitacion anual de 789 mm. La granja Irquis (Latitud:
-3.0801834; Longitud: -79.0753254) esta ubicada en la parroquia Victoria del Portete a 2.663
m s.n.m; tiene una temperatura promedio de 8°C y una precipitacion anual de 677 mm.

El procesamiento, congelacion y analisis de las muestras frescas y descongeladas se realizo
en el Laboratorio de Biotecnologias de la Reproduccion Animal de la Universidad de Cuenca,
ubicada en la granja Irquis.

3.2.2. Elaboracion de diluyentes y medios

Todos los medios y diluyentes fueron elaborados en el Laboratorio de Biotecnologias de la

Reproduccién Animal usando agentes reactivos de Sigma — Aldrich.

El diluyente de base sintética “TCG-YH’ (tris, acido citrico, glucosa, y 6 % [v/v] yema de huevo)
fue elaborado segun lo descrito por Galarza et al. (2018), y se us6 para la congelaciéon y
vitrificacion del semen bovino (Tabla 1). La yema de huevo fue inactivada a traves de la
incubacion programada a 56°C durante 30 minutos; una vez inactivada, la yema de huevo fue
adicionada al diluyente TCG. ElI TCG-YH fue centrifugado a 4000g durante 20 minutos a
temperatura ambiente y se recuperé el sobrenadante. Posteriormente, el diluyente
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centrifugado fue filtrado en membranas PES de 0,45 um, se registré la osmolaridad a 345
mOsmol/kgy se ajusté a un pH a 6,9.

Tabla 1. Diluyente base TCG-YH (para congelacion y vitrificacion).

Componente Cantidad para 100 ml

TRIS (gramos) 3,8

Acido citrico (gramos) 2,2

Glucosa (gramos) 0,6
Estreptomicina (gramos) 0,08
Penicilina (gramos) 0,08

Agua destilada (pura, 6smosis) 100 ml
Yema de huevo (ml) - YH 6% = 6 ml
Glicerol (GLY) ml para CC 5% (VIV)
Sacarosa (gramos) para VIT 100 mM (p/v)

pH ajustado a 6,8 a 7,2. Osmolaridad: 345 mOsml/kg

El diluyente para congelacion fue preparado usando el diluyente base TCG-YH + 5 % de
glicerol; y el diluyente de vitrificacion fue preparado usando el mismo diluyente base TCG-YH
+ 100 mM de sacarosa. Finalmente, estos dos diluyentes fueron almacenados a -20°C hasta
su uso. En las Tablas 2 — 4 se detallan los diferentes reactivos para elaborar las tinciones

fluorescentes.

Tabla 2. Medio HEPES para fluorescencia

Reactivo Cantidad
Hepes salt 476,62 mg
NaCl 1151,27 mg
KOH 16,5 mg
Glucosa 198,77 mg
Agua destilada 100 ml

Se almacend en alicuotas de 250 pL en tubos eppendorf y se congel6 a -20 °C.
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Tabla 3. Yoduro de propidio.

31

Reactivo Cantidad
Yoduro de propidio 1mg
PBS 1mL

Se almacend en alicuotas de 50 L y se congel6 a -20°C.

Tabla4. Aglutinina.
Reactivo Cantidad
PNA-FITC aglutinina 0,2 mg
BSA 5mg
PBS 1mL

Se almaceno en alicuotas 50 pL y se congel6 a -20°C.

3.2.3. Disefo experimental

Este experimento evaluo el efecto antioxidante y crioprotector del RES suplementado a los

diluyentes de congelacion convencional y de vitrificacion sobre la criosupervivencia de

espermatozoides bovinos. Para este propdsito, se recolectaron 24 eyaculados de semen de

cuatro toros reproductores, clinicamente sanos y sexualmente maduros y activos, en 6

sesiones (6 eyaculados / toro; 2 sesiones de colecta / semana durante 6 semanas). Cada

eyaculado fue diluido inicialmente 1:1 con TCG-YH, y posteriormente dividido en 4 alicuotas
para conformar cuatro tratamientos segun el método de criopreservacion (congelacion

convencional y vitrificacion) y la suplementacioén o no de RES (50 uM de RES y 0 uM de RES

[CONTROL]) (Figura 2):

e T1= Congelacion convencional + 50 uM RES: CC-RES (n= 72 pajuelas)
e T2 = Congelacion convencional + 0 uM RES: CC-CONTROL (n= 72 pajuelas)

e T3= Vitrificacién + 50 uyM RES: VIT-RES (n= 24 criotubos)
e T4= Vitrificacion + 0 yM RES: VIT-CONTROL (n= 24 criotubos)
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Figura 2. Disefio experimental.

La descongelacion y el calentamiento de las muestras congeladas vy vitrificadas se realizaron
a 37°C y 65°C, respectivamente. La efectividad del RES en cada método de criopreservacion
fue analizada en los pardmetros cinéticos, integridad de membranas y estrés oxidativo.

3.2.4. Reproductores yrecoleccion de semen

El proceso de recoleccion de semen fue realizado en 4 toros reproductores de la raza Holstein
Friesian de 3 a 5 afios de edad clinicamente sanos y sexualmente maduros, alojados en las
granjas Irquis y Nero de la Universidad de Cuenca, y alimentados mediante un sistema de
pastoreo rotacional. El estado sanitario de los toros estuvo estrictamente relacionado a la
ausencia de enfermedades infecciosas tales como la Brucelosis, mediante la prueba rosa de
bengala, y Tuberculosis, mediante inoculacion de tuberculina en la region ano caudal. La dieta
de los toros fue basada netamente en el consumo de forraje verde: Pennicetum clandestinum
(Kikuyo) y Ryegrass con mayor predominio 60-75% y Trifolium patense (Trébol rojo) y Trifolium
repens (Trébol blanco) y algunas otras gramineas de menor valor nutritivo. El entrenamiento
de los toros para el salto y recoleccion de semen con vagina artificial fue realizado dos meses
antes del inicio del trabajo experimental para conseguir estandarizacion bioldgica. El proceso
de recolecciéon de semen se realizdé dos veces por semana (2 eyaculados / semana / toro)
usando una vagina artificial (VA) rigida. La VA fue armada, atemperada a 42 — 45°C de tal
modo que al momento de la colecta su temperatura oscilé entre 38 a 39°C. Previo a la colecta,
se realiz6 un lavado del pene con suero fisiolégico precalentado a 37°C.

Inmediatamente después de la recoleccion, cada eyaculado fue pre-diluido en una proporcion
1:1 con el diluyente TCG-YH atemperado a 37 °C. Las muestras fueron transportadas a una
temperatura de 22 °C) hasta el Laboratorio de Biotecnologias de la Reproduccion Animal en
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un tiempo maximo de 1 hora, para su analisis inicial y subsiguiente procesamiento segun cada
tratamiento.

3.2.5. Criopreservacion de muestras

En el laboratorio, las muestras frescas y diluidas fueron analizadas subjetivamente para
determinar la motilidad total y el score (progresividad en escala 1 a 5; 1 sin progresividad y 5
con maxima progresividad) segun lo descrito por Muifio et al., (2005). Cada muestra fresca
diluida de cada eyaculado fue ajustada a un volumen y concentracion inicial de 4 mL y 100 x
10° espermatozoides/mL, respectivamente, usando el mismo diluyente TCG-YH. Esta muestra
ajustada fue dividida en cuatro alicuotas de 1 mL cada una.

3.2.5.1 Congelacion convencional (CC)

Las dos primeras alicuotas de 1 mL fueron usadas para la congelacion convencional de los
tratamientos 1 y 2. A la primera alicuota de 1 mL (T1 CC-RES), una vez ajustada a una
concentracion deseada (100 x 10° espermatozoides/mL), se le adicion6 una segunda fraccion
de 1 mL de TCG-YH que adicionalmente contenia glicerol al 10% (v/v) + 100 uM de RES; v,
asimismo, a la segunda alicuota de 1 mL (T2 CC-CONTROL), que también se ajustd a una
concentracion inicial de 100 x 10° espermatozoides/mL, se le adicion6 una segunda fraccién
de 1 mL de TCG-YH con glicerol al 10% (v/v). De esta manera, el volumen final de las muestras
del T2 fueron de 2 mL a una concentracion final de 50 x 108 espermatozoides/mL y 5% de
glicerol. Asimismo, el Tl alcanzé las mismas condiciones finales que T2 mas una
concentracion final de 50 uM de RES. Ambas muestras de T1y T2 fueron mantenidas durante
3 horas a 5°C para su equilibrio; luego fueron cargadas en pajuelas de 0,25 mL previamente
rotuladas y posteriormente selladas con alcohol de polivinilo. La congelacién se realizo
mediante vapores de NL: estatico colocando las pajuelas equilibradas dentro de una caja de
poliestireno con dos rampas en su interior. La caja criogénica contuvo 3,4 L de NL, en su
interior. La primera rampa estuvo a 17 cm del nivel de NL:z y las pajuelas fueron expuestas a
los vapores de NLz durante 4 minutos; consecuentemente, las pajuelas fueron colocadas enla
segunda rampa que estuvo a 7 cm del nivel de NLz durante 2 minutos mas; finalmente las
pajuelas fueron sumergidas en NLo.

La descongelacion se realiz6 después de un de un mes de almacenamiento, sumergiendo las
pajuelas en un bafio maria a 37 °C durante 30 segundos. El contenido de cada pajuela fue
recolectado en un tubo eppendorf de 1,5 mL y puesto en incubacion a 37 °C durante 5 minutos
previo a los analisis subsiguientes.

3.2.5.2. Vitrificacion (VIT)
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La tercera y cuarta alicuota del semen diluido fueron usadas para la vitrificacion de los
tratamientos 3 y 4, respectivamente. A la tercera alicuota de 1 mL (T3 VIT-RES), una vez
ajustada a una concentracion deseada (100 x 10° espermatozoides/mL), se le adicioné una
segunda fraccion de 1 mL de TCG-YH que adicionalmente contenia 200 mM de sacarosa (p/v)
+ 100 uM de RES; y, asimismo, a la cuarta alicuota de 1 mL (T4 VIT-CONTROL), que también
fue ajustada a una concentracion inicial de 100 x 10® espermatozoides/mL, se le adicion6 una
segunda fraccion de 1 mL de TCG-YH con 200 mM de sacarosa. Asi, el volumen final de las
muestras del T3 fue de 2 mL con una concentracion final de 50 x 10® espermatozoides/mL,
100 mM sacarosa y 0,05 mM de RES. Ademas, el T4 alcanz6 las mismas condiciones finales
gue T3, pero sin resveratrol.

Las muestras de T3 y T4 fueron mantenidas durante 30 minutos a 5°C para su equilibrio y
posteriormente se vitrificaron dejando caer gotas de 30 uL (cada gota contuvo una
concentracion aproximada de 1,5 x 10° espermatozoides) al NL, desde una altura de 15 cm
con la pipeta de 1000 uL. Los pellets fueron formados instantaneamente al entrar en contacto
con el NL2. Posteriormente se almacenaron en criotubos de 2 mL debidamente identificados.

El calentamiento de las muestras espermaticas vitrificadas se realizé en un dispositivo de
calentamiento STC-3008 (de fabricacion artesanal) en el cual los pellets se deslizaron por una
superficie de aluminio atemperado a 65°C y el contenido fue recogido en vasos de precipitacion
de 20 mL. El contenido fue centrifugado a 300 g durante 5 minutos y el pellet fue re-suspendido
en el medio TCG-YH atemperado a 37°C para su analisis de calidad espermaética.

3.2.6. Andlisis de calidad esperméatica

3.2.6.1. Cineméatica espermatica

Las caracteristicas cineméticas de los espermatozoides en las muestras frescas, congeladas
— descongeladas o vitrificadas — calentadas fueron analizadas mediante un sistema
computarizado CASA (Sperm Class Analyzer, SCA Evolution® 2018, v6.0 software, Microptic
S.l., Barcelona, Espafia) acoplado a un microscopio de contraste de fases Nikon (Eclipse
model 50i, fase 1 del contraste negativo con filtro verde) siguiendo los procedimientos
detallados por Galarza et al. (2018). Un minimo de tres campos y 200 trayectos de
espermatozoides fueron evaluados por cada muestra a un aumento de 10X y una velocidad
de adquisiciéon de imagen 25 cuadros/s. Se tomd 5 uL de cada muestra y se coloc6 en una
lamina portaobjetos y cubreobjetos. El sistema CASA registr6 las siguientes variables
cinematicas: motilidad total (MT, %), motilidad progresiva (MP, %), velocidad curvilinea (VCL,
pum/s), velocidad rectilinea (VSL, um/s), velocidad promedio (VAP, pum/s), linealidad (LIN, %),

Nicole Alexandra Amén Togra — Jennifer Alexandra Jaramillo Lopez



UCUENCA %

rectitud (STR, %), oscilacion (WOB, %), frecuencia de batido de flagelo (BCF, Hz), y amplitud
del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, pm).

3.2.6.2. Integridad de membranas espermaticas

El estado de la membrana plasmatica y acrosomal fue evaluado mediante la prueba de doble
tincion fluorescente: Yoduro de propidio (PI) + aglutinina de cacahuete (Arachis hypogaea)
conjugada con isotiocianato de fluoresceina (PNA-FITC). Cada muestra a evaluar fue diluida
en 250 pL de HEPES a una concentracion final de 10 x 10° espermatozoides/mL. A

continuacion, todos los procedimientos se realizaron en ausencia de luz ambiental y artificial.

Se prepar6 la doble tincion fluorescente PI/PNA-FITC mezclando 50 pL de Pl + 50 L de
PNAFITC y se protegio de laluz usando papel aluminio. Luego, a temperatura ambiente (22°C),
se adicionaron 5 L de la tincién fluorescente a la muestra espermatica diluida en HEPES. De
esta mezcla se tomé un volumen de 5 yL y se colocé en un portaobjetos y se cubrid un
cubreobjetos (Galarza et al., 2018). El estado de las membranas espermaéticas fue evaluado
observando las muestras en el microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse E200
(epifluorescencia D-FL, fuente de alimentacion de mercurio de alta presion C-SHG1; Nikon
Instruments Inc., Nueva York, EE. UU.), usando el filtro B-2A con una excitacién de 450-490
nm y una emision de 520 nm. En cada muestra se contaron un total de 200 espermatozoides
y se registraron las siguientes categorias segun la integridad o degeneracion de la membrana
plasmatica y acrosomal: membrana plasmatica intacta y acrosoma intacto (IPIA, %), con
membrana plasmatica intacta y acrosoma dafiado (IPDA, %); con membrana plasmaética
dafiada y acrosoma intacto (DPIA, %) y con membrana plasmatica y acrosoma dafiado (DPDA,
%). Ademas, se calculo el porcentaje total de espermatozoides con la membrana plasmatica
intacta, equivalente a la viabilidad (IMP-total: IPIA + IPDA), y con la membrana acrosomal
intacta (IMA-total: IPIA + DPIA)

3.2.6.3. Estrés oxidativo

La evaluacién del estrés oxidativo se realizé mediante la prueba fluorescente de la pieza
intermedia usando los fluorocromos CellROX Deep Red® (CAT 10422 — Molecular Probes; Life
Technologies, NY, USA) y Hoechst 33342 [diluido en PBS a una concentracion de 1 mg/ml
(p/Vv)]. La solucion stock del CellROX fue elaborada diluyendo la sonda fluorescente CellROX
en dimetilsulfoxido (DMSO; Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) a una concentracion de 1 mM
(75 pl de DMSO en 50 pl de CellROX) y se congeld a -20°C hasta su posterior uso, segun la
metodologia usada por Tamay et al., (2022).

Una mezcla de 100 pL de cada muestra de semen (descongelado o calentado), 2 pL de la
solucién stock de CellROX (1mM), y 2 uL de Hoechst fue sometido a incubacion a 37°C durante

30 minutos. Después de la incubacion, las muestras se centrifugaron a 600 g durante
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5 minutos, y el pellet fue re-suspendido en 50 uL de Sperm- TALP (NaCl 113,94 mM, KCI 3,08
mM, NaH2PO4 H20 0,30 mM, lactato de sodio 1 mM, CaCl 2H.0 1,97 mM, MgCl 6H20 0,50
mM, HEPES sdédico 10 mM y NaHCOs 25 mM, BSA 6 mg/ml; 0,11 mg/ml de piruvato de sodio
y 5 pl/ml de gentamicina; 326 mOsm/kg, pH 7,6). Este proceso se realizé en ausencia de luz
ambiental y artificial. Una alicuota de 5 pL se colocod entre una lamina portaobjetos y
cubreobjetos y se observd en un microscopio de epifluorescencia a 40X de aumento usando
los tres filtros: B-2A, excitacion: 450-490 nm, emision: 520 nm; G-2A, excitacion: 510-560 nm,
emision: 590 nm; y UV-2E/C, excitacion: 330-380 nm, emisién: 420 nm verde, violeta y rojo.
En cada muestra se contaron 200 células y se clasificaron segin su grado de estrés oxidativo
equivalente a la tincion roja tenue o intensa de la pieza intermedia de acuerdo a la clasificacion
propuesta por Alves et al., (2015) (Figura 8):

e Sin EO, espermatozoides sin estrés oxidativo: pieza intermedia sin emision de luz

fluorescente.

e EO-moderado, espermatozoides con estrés oxidativo moderado: pieza intermedia

marcada de color rojo palido.

e EO-intenso, espermatozoide con estrés oxidativo intenso: pieza intermedia
marcada de color rojo intenso

e EO-total: EO-moderado + EO-intenso

3.2.7. Andlisis estadistico

Los datos recogidos en el laboratorio fueron tabulados en una hoja de célculo en Excel (version
16.0) y posteriormente analizados estadisticamente usando el software STATISTICA version
12.0 (StatSoft, Tusla, OK, USA). Los datos fueron expresados en promedio + error estandar
de la media (SEM; por sus siglas en inglés “Standard Error of the Mean”), tanto para figuras
como para tablas. Cada variable numérica fue sometida a la prueba estadistica Shapiro-Wilk
para comprobar la distribucion normal de datos. Como los datos obtenidos no cumplieron una
distribucion normal fueron transformados a Arcoseno (variables porcentuales) y Log-10
(variables numéricas). El analisis estadistico incluyé un modelo lineal general (GLM; por sus
siglas en ingles “General Linear Model”) para demostrar el efecto del RES en ambos métodos
de congelacion sobre los pardmetros cinematicos (MT, MP, VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB,
BCF, ALH), integridad de membranas plasméticay acrosomal, y estrés oxidativo.

Un ANOVA unidireccional y la prueba de comparacién multiple ‘Tukey’ fueron usados para
comparar los cuatro tratamientos (T1 — T4) segun el tipo de criopreservacion (congelacion y
vitrificacion) y la suplementacion con RES (0,05 mMy 0 mM). Ademas, en este andlisis se
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incluyé el factor ‘reproductor’ como covariable debido a la variabilidad entre algunos toros. El
nivel de significancia fue considerado en P < 0.05.
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Resultados

4.1. Cinemética
4.1.1. Motilidad espermatica

En el andlisis de las muestras frescas se evidencio que los porcentajes de MTy MP de T1y
T2 fueron superiores (P < 0,05) a los porcentajes de T3 y T4. Ademas, el efecto de RES se
evidenci6é en T3 ya que presentd un porcentaje de MT mas alto (P < 0,05) que el T4 previo a
la vitrificacion. En el andlisis de las muestras criopreservadas, los porcentajes de MT y MP, en
general, se redujeron significativamente (P < 0,05) en relacion a las muestras frescas en todos
los tratamientos (congelacion y vitrificacion). Un efecto significativo del resveratrol fue
evidenciado luego de la congelacion -descongelacion debido a que T1 produjo porcentajes de
MT y MP mas altos (P < 0,05) que T2. No obstante, no existi6 diferencia significativa (P > 0,05)
en estas dos variables cinéticas entre T3 y T4 después de los procesos de vitrificacion y
calentamiento (Figura 3).
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Figura 3. Porcentajes de MT y MP de muestras espermaticas bovinas frescas y
criopreservadas con los siguientes tratamientos: T1 (CC-RES); T2 (CC-CONTROL); T3
(VITRES); y T4 (VIT-CONTROL). Letras diferentes en cada barra de cada motilidad expresa
diferencias significativas: a—b—c —d—e, P <0,01. Los asteriscos en cada variable expresan
diferencias significativas entre los toros y tratamientos * P < 0,01; ** P < 0,0001.
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4.1.2. Velocidades

En las muestras frescas se evidencio que las variables VCL, VAP y VSL de T1 y T2 fueron
mas altas (P < 0,01) que las de T3 y T4. En el analisis de las muestras criopreservadas, los
valores de VCL, VAP y VSL se redujeron significativamente (P < 0,05) en relacion a las
muestras frescas en T1 y T2 (congelacion); mientras que en T3 y T4, las velocidades no se
redujeron (P > 0,05) después de los procesos de vitrificacion y calentamiento. T1 y T2
produjeron valores més altos (P < 0,05) de VCL, VAP y VSL post-descongelacion que T3y T4
post-calentamiento. No obstante, el efecto del resveratrol no fue evidenciado en ninguna
velocidad, ni posterior a los procesos de congelacion — descongelacion (T1 vs. T2), ni luego

de la vitrificacion — calentamiento (T3 vs. T4) (Figura 4).
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Figura 4. Valores de VCL, VAP y VSL de muestras esperméticas bovinas frescas y
criopreservadas con los siguientes tratamientos: T1 (CC-RES); T2 (CC-CONTROL); T3
(VITRES); y T4 (VIT-CONTROL). Letras diferentes en cada barra de cada motilidad expresa
diferencias significativas: a—b —c —d — e, P < 0,05. * Asteriscos en cada velocidad expresan
diferencias significativas entre los toros y tratamientos (* P < 0,01).

4.1.3. Parametros de relaciéon de progresion

En las muestras frescas, los porcentajes de STRy LIN de T1 y T2 fueron superiores (P <0,01)
a los porcentajes de T3y T4. Asimismo, los porcentajes de WOB de T1 y T2 fueron superiores
(P < 0,05) al porcentaje del tratamiento T4. No se evidencio diferencias significativas (P > 0,05)
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entre muestras frescas y criopreservadas en ningun tratamiento y ningun parametro de relacion
de progresion. En el analisis de las muestras criopreservadas, los porcentajes
postdescongelacion de STR y LIN fueron mas altos (P < 0,05) con T1y T2 comparados con
T4. Al igual que en las velocidades, el efecto del resveratrol no fue evidenciado en ningun
parametro de progresion, ni después de la descongelacion (T1 vs. T2), ni del calentamiento
(T3 vs. T4) (Figura 5).
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Figura 5. Porcentaje de STR, LIN y WOB de muestras espermaticas bovinas frescas y
criopreservadas con los siguientes tratamientos: T1 (CC-RES); T2 (CC-CONTROL); T3
(VITRES); y T4 (VIT-CONTROL). Letras diferentes en cada barra de cada motilidad expresa
diferencias significativas: a —b —c, P <0,05.

4.1.4. Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y frecuenciade
batida de flagelo (BCF)

Los valores de ALH y BCF de T1y T2 fueron mas altos (P < 0,01) que aquellos valores de T3
y T4 en las muestras frescas. Una reduccion significativa (P < 0,05) del valor de la ALH con
respecto a las muestras frescas fue evidenciado Unicamente en T1 y T2 después de la
descongelacion. En el andlisis de las muestras criopreservadas, T1 produjo valores mas altos
(P < 0,05) de ALH comparado con T3 y T4, mientras que T2 obtuvo mejores valores (P < 0,05)
de ALH que T4. En el caso del método de congelacion convencional (T1 vs. T2), no hubo
diferencia significativa (P > 0,05) en ALH y BCF independientemente del uso de RES en
muestras frescas y criopreservadas. No obstante, los tratamientos de congelacion
convencional produjeron valores superiores de BCF que T3 (P < 0,05) y T4 (P < 0,01).
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Eficientemente, un efecto significativo del resveratrol fue evidenciado en la vitrificacion, dado
gue T3 obtuvo valores de BCF mas altos (P < 0,05) que T4 (Figura 6).
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Figura 6. Valores de ALHy BCF de muestras espermaticas bovinas frescas y criopreservadas
con los siguientes tratamientos: T1 (CC-RES); T2 (CC-CONTROL); T3 (VITRES); y T4 (VIT-
CONTROL). Letras diferentes en cada barra de cada motilidad expresa diferencias
significativas: a— b — ¢, P < 0,05. * Asterisco expresa diferencias significativas entre los toros
y tratamientos (* P <0,01).

4.2. Integridad de membranas espermaticas

En las muestras frescas se pudo evidenciar que el porcentaje de espermatozoides con
membrana plasmaética intacta y acrosoma intacto (IPIA) fue mayor (P < 0,05) enen Tly T2
gue enen T3 y T4. Un efecto significativo del RES fue evidenciado antes de la congelaciéon
(muestras frescas) debido a que el porcentaje de IPIA con T1 fue mas alto (P < 0,05) que con
T2. En este mismo sentido, un menor (P < 0,05) porcentaje de espermatozoides indeseables
con membrana plasmatica dafiada y acrosoma intacto (DPIA) o acrosoma dafiado (DPDA)
fueron obtenidos con T1 y T2 comparado con T3 y T4. Una reduccion del porcentaje de IPIA
(P < 0,001), y un incremento indeseable de los porcentajes de DPIA (P < 0,05) y DPDA (P <
0,01) fueron evidenciados en todos los tratamientos después de los procesos de congelacion
(T1ly T2) y vitrificacion (T3 y T4) (Tabla 5).

En el andlisis de las muestras criopreservadas, T1y T2 mostraron porcentajes mas altos (P <
0,05) de IPIA, y porcentajes menores (P < 0,01) de las categorias indeseables DPIA y DPDA
gue T3y T4. Eficientemente, el efecto del RES fue evidenciado en las muestras descongeladas

Nicole Alexandra Amén Togra — Jennifer Alexandra Jaramillo Lopez



UCUENCA 2

de T1 al demostrar un mayor porcentaje de IPIA (P < 0,05) y menor porcentaje indeseable de
DPDA (P < 0,05) que las muestras descongeladas de T2 (Tabla 5). Este efecto no fue

observado en las muestras seminales vitrificadas.

Tabla 5. Porcentajes de espermatozoides en las diversas categorias de integridad de
membrana (evaluados con marcadores fluorescentes PI/PNA-FITC) de muestras bovinas
frescas y criopreservadas con los siguientes tratamientos: T1 (CC-RES); T2 (CC-CONTROL);
T3 (VIT-RES); y T4 (VIT-CONTROL).

Frescos Criopr eservados

Postdescongelacion  Postcalentamiento

T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4
IPIA (%)* 80,040,922 76,1+1,12° 68,0+1,25° 66,7+1,45° 53,2+0,86° 48,0+0,89 ¢  15,2#0,45'  12,9+0,40'
IPDA (%)* 1,1+0,22% 1,02+0,22%" 1,68+0,41% 1,24+0,24% 0,86+0,07" 0,82+0,10°  0,97+0,11° 0,59+0,08"
0, +i d
DPIA (%9 §51‘0'75 14,4+1,51° 13,9+1,30° 12,120,47° 12,30,39° 17,9+0,60° 17,8+0,63
10,0£0,94
DPDA (%) 10,8+0,95° 12,9+1,09° 15,9+1,43° 18,2+1,45° 35,1+0,88° 38,9+0,92° 66,8+0,85" 68,60,71°

Diferentes superindices en cada fila expresan diferencias significativas entre tratamientos de
muestras frescas y criopreservadas (3 -°-¢-4 P <0,05;2-¢2-49 P < (0,01) * Asterisco en cada
categoria expresa diferencias significativas entre los toros y tratamientos (* P < 0,01).

En la evaluacion de los porcentajes totales de espermatozoides con membrana plasmatica
intacta (IMP-Total, equivalente a la viabilidad) y acrosoma intacto (IMA-total) se evidencio que
T1y T2 produjeron valores mas altos (P < 0,05) que T3y T4, tanto en muestras frescas (antes
de la criopreservacion) como criopreservadas. Asimismo, los porcentajes de IMP-Total y
IMAtotal se redujeron (P < 0,01) en todos los tratamientos después de los procesos de
congelacion (T1 y T2) y de vitrificacion (T3 y T4). Finalmente, se evidencido un efecto
significativo crioprotector del resveratrol Unicamente en las muestras congeladas -
descongeladas, considerando que T1 produjo porcentajes de IMP-total e IMA-total més altos
(P <0,01) que las muestras de T2 (Figura 7 y 8).
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Figura 7. Porcentajes totales de IMP-total y IMA-total de muestras espermaticas bovinas
frescas y criopreservadas con los siguientes tratamientos: T1 (CC-RES); T2 (CC-CONTROL);
T3 (VIT-RES); y T4 (VIT-CONTROL). Letras diferentes en cada barra de cada motilidad
expresa diferencias significativas: a — b — ¢, P < 0,05. * Asterisco expresa diferencias
significativas entre los toros y tratamientos (* P < 0,01).

4.3. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo (EO) evaluado en muestras congeladas — descongeladas con (T1) y sin
resveratrol (T2), y muestras vitrificadas — calentadas con (T3) y sin resveratrol (T4) no
evidencié diferencias significativas entre T1 y T2. No obstante, el efecto antioxidante del
resveratrol fue evidenciado en la vitrificacion debido a que la muestra del tratamiento T3
produjo un menor EO (leve, intenso o total) que las muestras del tratamiento T4 (control) (Tabla
6 y Figura 6).

Tabla 6. Porcentajes de espermatozoides cony sin estrés oxidativo (EO, leve, intenso y total)
evaluados con marcadores fluorescentes CellROX Deep Red / Hoechst, de muestras bovinas
frescas y criopreservadas con los siguientes tratamientos: T1 (CC-RES); T2 (CC-CONTROL);
T3 (VIT-RES); y T4 (VIT-CONTROL).
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Tratamientos Categorias

T1 T2 T3 T4
EO-total (%) 4,0+0,98¢ 6,8+1,88 © 16,9+2,51b 31,0+2,382
OE-Leve (%) 2,5+0,80 ¢ 5,2+1,76 ¢ 13,3+4,74b 28,3+4,782
OE-Intenso (%) 1,4+0,41 1,6+0,68 3,6+1,22 2,7+¥1,10
Sin EO (%) 96,0+0,982 93,2+1,882 83,1+2,52P 69,0+2,36°

Diferentes superindices en cada fila expresan diferencias significativas entre tratamientos de
muestras frescas y criopreservadas (3-°-°P <0,05; 2-¢P < 0,01).

Figura 8. Espermatozoides bovinos observados bajo un microscopio de Epifluorescencia con

un filtro de triple paso de banda (B-2A, excitacion: 450-490 nm, emision: 520 nm; G-2A,

excitacion: 510-560 nm, emision: 590 nm; y UV-2E/C, excitacion: 330-380 nm, emisién: 420
nm). A) espermatozoides tefiidos con prueba de doble fluorescencia PI/PNA-FITC. Observe

los espermatozoides intactos (flechas blancas), los espermatozoides con membrana

plasméatica dafiada (flecha azul) y los espermatozoides con membrana plasmaticay acrosoma

dafiados (flechas amarillas). B) espermatozoides tefiidos con la sonda fluorescente CellROX

Deep Red Reagent® y Hoechst 33342. Observe los espermatozoides sin estrés oxidativo

(circulos amarillos) y los espermatozoides con estrés oxidativo moderado (cuadrado verde) e

intenso (cuadrado blanco) segun la intensidad de tincion marcada en la pieza intermedia.
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Esta investigacion evaluo el efecto del RES suplementado a los medios sintéticos de
congelacion y vitrificacion sobre la criosupervivencia de espermatozoides bovinos. Los
resultados demostraron que en general el proceso de congelacion convencional y
descongelacion produjo mejores valores de cinemaética, integridad de membranas plasmaética
y acrosomal, y menor estrés oxidativo en comparacion con el proceso de vitrificacion y
calentamiento, independientemente de la suplementacién o no con RES. Sin embargo, previo
a la congelacion, el RES si mejor6 la integridad de las membranas (es decir: IPIA e IMP),
mientras que previo a la vitrificacion el RES mejoro Unicamente la MT. Ademas, posterior a los
procesos de congelacion y descongelacion, se determin6 un efecto crioprotector del RES
debido al mejoramiento de las motilidades (MT y MP) e integridad de membranas (IPIA, IMP e
IMA). Asimismo, posterior a los procesos de vitrificacién y calentamiento, el RES mejoré los
valores de BCF y disminuyo el estrés oxidativo. Por lo tanto, estos resultados sugieren que los
efectos antioxidantes y crioprotectores del RES permitieron incrementar la calidad espermética
y criosupervivencia de espermatozoides de toros, con mayor intensidad en las muestras
sometidas a congelaciéon convencional, y en menor magnitud en las muestras criopreservadas

mediante vitrificacion.

Se conoce que después de los procesos de criopreservacion, la calidad, supervivencia
espermatica y capacidad fecundante disminuye debido a los efectos deletéreos provocados
por la criogenizacion, tales como el choque de frio, estrés oxidativo, estrés osmatico, dafios
mecanicos (por tensiones) y dafios estructurales en sus membranas (plasmatica, acrosomal y
mitocondrial), condensacion de la cromatina y dafio de ADN (Crespilho et al., 2012; Grotter et
al., 2019; Qamar et al., 2020). A pesar de la reduccion significativa de la calidad espermética
gue sufren los espermatozoides después de la criopreservacion, se ha evidenciado que
después de la congelacion, los espermatozoides bovinos producen mayores resultados de
motilidad y viabilidad que después de la vitrificacion (Baiee et al., 2020; Hidalgo et al., 2018).
Durante la congelacion, las velocidades de enfriamiento influyen en la deshidratacion celular y
la formacion de cristales de hielo (Mazur, 1984); no obstante, al mejorar la curva de
congelacion con velocidades de enfriamiento lentas al inicio y luego mas rapidas, permite una
mejor supervivencia espermatica como fue demostrado por Tamay et al. (2022), quienes
usaron una caja criogénica con dos rampas de congelacién. Ademas, la produccién excesiva
de las ROS generada por la criopreservacion causa una interrupcion de los mecanismos de
transporte en las membranas espermaticas (plasmatica y mitocondrial) que dificultan el flujo y
eflujo de agua y solutos con el medio externo (Sikka, 1996). En consecuencia, el estrés

Nicole Alexandra Amoén Togra — Jennifer Alexandra Jaramillo Lopez



UCUENCA “°

oxidativo provoca un descenso de la motilidad esperméatica debido a la disminucion de la
produccion de ATP (Tvrda et al., 2015).

Por otro lado, durante la vitrificacion de espermatozoides se usan azUcares disacéridos (Ej.
100 a 250 mM de sacarosa) que actlan como agentes crioprotectores no penetrantes para
permitir que no se formen cristales de hielo; sin embargo, su exposicion por un tiempo
determinado (30 minutos) antes de la vitrificacion puede provocar toxicidad en las células (Holt,
V' W., 2014). La citotoxicidad es muy comun en los procedimientos de vitrificacion de células
debido a las altas concentraciones de ACNP que desencadenan un choque osmético, por lo
gue una manera de evitar este efecto es al disminuir el tiempo de exposicion de los
espermatozoides a los ACNP, tal y como lo ha sido demostrado por Baiee et al., (2020),
quienes encontraron mejores resultados cinematicos al limitar el tiempo de equilibrio a 25
segundos al mezclar ACP como DMSO vy etielenglicol (20%), y ACNP como la sacarosa (0,5
M) para la vitrificacion de semen bovino. Similarmente, Isachenko et al., (2008) hallaron que el
uso de sacarosay albumina sérica humana como ACNP en la vitrificacion de semen humano
mantienen la integridad mitocondrial al limitar el tiempo de exposicion a cinco minutos.

Asimismo, se ha demostrado que tanto el tipo de disacarido como la concentracion usada para
la vitrificacion son factores importantes, Pérez et al., (2022) identificaron que la adicion de 0,3
M de sacarosa o 0,15 M de trehalosa al medio de vitrificacion confiere un efecto protector
moderado a los espermatozoides bovinos, aunque la motilidad se redujo drasticamente. Eluso
de 100 mM de trehalosa en medios de vitrificacion para semen equino ha demostrado mejores
pardmetros de calidad espermética en comparacion con la adicion de sacarosa o rafinosa
(Consuegra et al., 2019). No obstante, se recomienda alcanzar una concentracion final de 0,1
M de sacarosa al usar medios de vitrificacion que contengan yema de huevo (Diaz-Jimenez et
al., 2019). De igual manera, el método de vitrificacion también desempefia un papel importante,
pues en otras especies se ha demostrado la eficacia de vitrificar al sumergir en NLz una pajuela
de 0,25 mL introducida en una pajuela de 0,5 mL (Diaz .Jimenez et al., 2017), vitrificar
directamente sumergiendo una pajuela de 0,25 mL en NL2 (Baiee et al., 2020) o vitrificar al
permitir que gotas de 30 caigan sobre NL:z (Isachenko et al., 2008; Pérez et al., 2022; Sanchez
et al., 2011), sin embargo, no hay investigaciones disponibles que comparen la eficacia de los

meétodos de vitrificacion en la especie bovina.

Ademas, se ha evidenciado que los dafios criogénicos que sufren los espermatozoides durante
la congelaciéon ultrarrapida o vitrificacion (Ej. enrollamiento de pieza intermedia, dafio de
filamentos mitocondriales, dafio en la membrana plasmatica y condensacion en la parte apical
de acrosomas) son mayores que aquellas muestras sometidas a congelacién convencional
con vapores de NL: (B6veda et al., 2020). En la criopreservacion de semen bovino se ha
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evidenciado que el método de congelacion convencional proporciona mejores resultados post-
descongelacion al conservar la motilidad total, progresiva y morfologia normal espermatica en
comparacion con el método de vitrificacion (Baiee et al., 2020). En rumiantes, la microscopia
electronica de transmision en muestras post-calentamiento ha revelado dafios en el
plasmalema y en la membrana mitocondrial (Béveda et al., 2020). En las especies humana
(Schulz etal., 2020) y canina (Sanchez et al., 2011), cuyos espermatozoides tienen un tamafo
mucho menor en comparacion al espermatozoide bovino, se han conseguido resultados
favorables al realizar la vitrificacion, pero esto no se ha conseguido en la especie bovina (Yu
& Haron, 2017; Baiee et al., 2020; Pérez et al., 2022), Isachenko et al., (2003) sugieren que
esto se debe a que el tamafio y la forma de los espermatozoides determinan su crioresistencia,
pues hay una correlacion negativa entre el tamafio de la cabeza del espermatozoide y su
crioestabilidad. Los resultados de la presente investigacién son consistentes con los reportes
antes mencionados debido a que la congelacion convencional basada en un sistema de dos
rampas, produjeron resultados mas altos de cinemaética e integridad de membranas que la
vitrificacion.

El RES tiene potentes propiedades antioxidantes debido a la actividad eliminadora de radicales
de este compuesto, lo que da como resultado una reduccién en la generacion de las ROS y
de la LPO (Leonard et al., 2003; Olas & Wachowicz, 2004). Su accion antioxidante se observa
mediante la eliminacién de ROS/nitr6geno reactivo y radicales organicos secundarios con
mecanismos de transferencia de atomos de hidrogeno y electrones de pérdida secuencial de
protones, protegiendo asi a las biomoléculas celulares del dafio oxidativo, de igual manera
reduce la produccién de éxido nitrico, evitando la generacion de peroxinitrito lo que conlleva a
un menor dafio celular (Q. Meng et al.,, 2023; Truong et al.,, 2018). Controla la actividad
enzimética de antioxidantes impidiendo dafio del ADN por la presencia de radicales libres
siendo la causa subyacente de la reduccion de la capacidad fertilizante de los
espermatozoides; de igual manera aumenta la expresion de proteinas de la via de sefializacion
de Nrf2 y HO-1, lo que provoca una atenuacion de la produccion de mediadores inflamatorios
(Lv et al., 2019; T. Meng et al., 2021), no obstante sumecanismo de accién no ha sido definido
con claridad. Ademas, el efecto crioprotector del RES ha sido previamente investigado en
espermatozoides de humanos, carneros, conejos, cabras, verracos, e incluso toros, mejorando
la calidad espermatica post descongelacion debido a su propiedad antioxidante y su efecto en
la biogénesis mitocondrial. (Branco et al., 2010; Bucak et al., 2015; Lv et al., 2019; Shin et al.,
2008; Silva et al., 2012; Zhu et al., 2019). Una reciente investigacion determin6 que el RES a
0,05 mM mejoro la integridad del acrosomay de la membrana plasmatica de espermatozoides
bovinos congelados y descongelados; sin embargo, no mejoré su fertilidad valorada en
condiciones de in vitro (Assungdo et al., 2021). El mecanismo por el cual actia el RES aun no
es del todo claro. Sin embargo, se cree que la capacidad antioxidante se atribuye a la velocidad
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con la que el RES elimina OH-, uno de los radicales libres méas reactivos que perjudica la
integridad de la membrana celular (Leonard et al., 2003). La alteracién de la membrana celular
es una consecuencia del efecto nocivo de los radicales libres sobre las células (Sanocka &
Kurpisz, 2004). Por otro lado, se ha informado que el RES disminuye el complejo de la cadena
oxidativa generado por el incremento de ROS; esto condiciona una competencia del RES con
la coenzima Q, eliminando los radicales Oz en las mitocondrias e inhibiendo la LPO (Zini et al.,
1999; Alarcén De La Lastra & Villegas, 2007; Juan Gambini et al., 2013). Como resultado
funcional, el RES mejora la motilidad, la integridad del acrosomay la fluidez de la membrana
plasmética de los espermatozoides, asicomo contribuye a la biogénesis mitocondrial (Lagouge
et al., 2006; Tvrda et al., 2015). Otros autores indicaron que el RES induce el incremento de
enzimas antioxidantes como la catalasa (CAT), superdxido dismutasa (SOD) y glutation
peroxidasa (GSH-Px), las cuales actian como mecanismo de defensa frente al estrés oxidativo
y LPO (Ahmed et al., 2020; Li et al., 2018).

Los hallazgos de esta investigacion indican que el RES actio antes y después de la
criopreservacion, y elimind los radicales libres (OH"y O2) (Truong et al., 2018), incrementando
la proteccion de la membrana plasmatica y acrosomal, y mejorando la motilidad total y
progresiva. Ademas, los resultados sugieren que el RES probablemente activd a SIRT1
(Howitz et al., 2003), desencadenando la activacion de PGC-1a (Wenz, 2013), el cual es
fundamental para la biogénesis mitocondrial, que es muy importante pues la integridad
mitocondrial y su potencial de membrana son indispensables para la motilidad espermética
(Durairajanayagam et al., 2021). PGC-1a también puede ser activado por la proteina AMPK
(Jager et al., 2007). Se ha identificado previamente que la fosforilacién de la proteina AMPK
estimulada por accién del RES condiciona el aumento de la cineméatica espermatica (Sharafi
et al., 2022; Hernandez-Matos et al., 2010). Tiwari et al., (2021) demostraron que la adicion del
RES al medio de dilucion de espermatozoides de bufalo antes de la congelacion mejoré
Unicamente la integridad del acrosoma. Los autores hipotetizaron que la integridad de la
membrana plasmatica no mejor6 debido a que los espermatozoides de bufalos (en
comparacion con los de toro) son mas susceptibles al estrés oxidativo por su alto contenido de
acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) en la membrana plasmatica. Otro estudio realizado
Bucak et al., (2015) reportaron que el RES no mejor¢ la integridad de membranas plasmatica
y acrosomal de espermatozoides bovinos descongelados.

La concentraciéon del RES ha mostrado diferentes resultados en la congelacion convencional
de espermatozoides. Tvrda et al. (2015) determinaron que la adicion de 0,025 a 0,050 mM de
RES protegio eficientemente a los espermatozoides bovinos contrala LPO y disminuyo el dafio
a laintegridad estructural del espermatozoide. Assungao et al. (2021) y Longobardi et al. (2017)
congelaron muestras de espermatozoides bovinos adicionando 0,05 mM de RES a un
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diluyente a base de tris, yema de huevo y 6% de glicerol y obtuvieron un incremento ende la
integridad de la membrana plasmética y/o acrosomal. Nuestros resultados confirman los
hallazgos anteriormente mencionados respecto al proceso de congelacién convencional. Sin
embargo, en rumiantes, estudios de fluorescencia han revelado que el proceso de vitrificacion
afecta considerablemente a las mitocondrias de los espermatozoides en comparacion con la
congelacion convencional, lo cual se manifiesta en la vacuolizacion mitocondrial al realizar
microscopia electronica de transmision (Boveda et al., 2020). En consecuencia, las
mitocondrias, cuyo potencial de membrana ha sido afectado, generan ROS, y a su vez, los
ROS causan dafio a las membranas de otras mitocondrias (Sabeti et al., 2016). Por
consiguiente, el proceso de vitrificacidbn genera mayor estrés oxidativo que la congelacion
convencional, por lo tanto, aunque el RES si mejor6 algunos parametros cinéticos (MT y la
BCF) y disminuyo el estrés oxidativo antes y después de la vitrificacion, demostrando su efecto
antioxidante y eliminador de los radicales libres, los resultados sugieren que probablemente
se requiera una dosis diferente de RES para compensar el estrés oxidativo consecuencia del
proceso de vitrificacion. Esta investigacion constituye el primer reporte del uso del RES en la

vitrificacion de espermatozoides bovinos.

El incremento de las variables cinéticas como la ALH y BCF se relaciona positivamente con la
fertilidad in vitro (Gillan et al., 2008). Se ha determinado que adicionando 500 uM de RES al
medio de congelacion mejora los valores de BCF post descongelacion en comparacion con su
contraparte control (Bucak et al., 2015). Sin embargo, otros reportes indican que al
suplementar el medio con 200 o 400 uM de RES no mejoraron la ALHy BCF (Al-Mutary et al.,
2020). Nuestros resultados demostraron que la suplementacion de 50 pM al medio de
vitrificacion mejoro la BCF antes de la vitrificacion y disminuy6 el estrés oxidativo generado por
la inmersion directa de los espermatozoides en NLz. La capacidad antioxidante (inducida por
ascorbato ferroso) del RES (de 0,025 a 0,050 mM) ya fue demostrada previamente por Tvrda
et al. (2015), quienes concluyeron que el RES confiere cierta proteccion al espermatozoide
frente al estrés oxidativo. Otros trabajos han demostrado la capacidad antioxidante del RES al
disminuir los niveles de ROS y la LPO (Bucak et al., 2015; Longobardi et al., 2017). Hasta
donde conocemos, esta investigacion es el primer reporte de la evaluacion del efecto del RES
sobre el estrés oxidativo desencadenado por procesos de congelacion o vitrificacion de semen
bovino mediante la tincion fluorescente CellROX, Deep Red®. La tincién fluorescente CellROX
Deep Red® ha sido testeada previamente en espermatozoides congelados y descongelados
de carneros (Alves et al., 2015), equinos (Tamay et al., 2022) y bovinos, en esta Ultima especie
se ha sugerido que la deteccién de fluorescencia en la pieza intermedia es indicativo de la
oxidacién de la membrana mitocondrial y se asocia con muestras de toros poco fértiles y con

bajos porcentajes de prefiez (Celeghini et al., 2021).
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Conclusiones

- Los resultados de la presente investigacion permiten concluir que el resveratrol protegio
a los espermatozoides bovinos antes y después de la congelacion debido al incremento
de las motilidades. Asimismo, en las muestras sometidas a vitrificacion, el RES
demostr6 su capacidad antioxidante al mejorar algunos parametros cinéticos como la

motilidad total en muestras frescas y BCF en muestras criopreservadas.

- Referente a la integridad de membrana plasmaética y acrosomal, el efecto de RES se
evidenci6 en las muestras espermaticas antes y después de la congelacién, pero no
en las muestras sometidas a vitrificacion y calentamiento.

- ElI RES actud eficazmente al disminuir el estrés oxidativo en los espermatoz oides
sometidos a congelacion y vitrificacion, aungue el efecto en esta ultima fue de mayor
magnitud
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Recomendaciones

e Suplementar rutinariamente con RES los medios de congelacion TCG-EY para mejorar
la criosupervivencia espermatica y disminuir el estrés oxidativo en espermatozoides

bovinos.

e Evaluar la suplementacion de diferentes dosis de RES en los medios de vitrificacion
para mejorar la cinematica e integridad de membrana de los espermatozoides y
disminuir el estrés oxidativo luego de la descongelacion.

e Incluir al RES como antioxidante en futuras investigaciones para evaluar el efecto
crioprotector y antioxidante sobre la fertilidad (in vivo o in vitro).
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Anexos

Anexo A. Elaboracion del diluyente de base sintética TCG-YH.

Anexo B. Recoleccion de semen mediante la técnica de uso de la vagina artificial.
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Anexo C. Dilucién de las muestras espermaticas en una proporcion 1:1 con el diluyente
TCG-YH.

Anexo D. Colocaciéon de muestras luego del tiempo de equilibrio en pajuelas de 0,25 mLy

congelacion mediante vapores de NL: estatico sobre una rampa de dos niveles.
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Anexo E. Vitrificacion de las muestras espermaticas en pellets (~ 30 ul) a 15 cm de altura del
NLo.

Anexo F. Proceso de calentamiento de las muestras vitrificadas en pellets.
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Anexo H. Evaluacion de la cinética de las muestras espermaticas en el sistema CASA.
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Anexo |. Adicién de la tincion fluorescente (FITC PNA + IP) en la muestra espermética 'y

evaluacion de la integridad de membranas por microscopia de epifluorescencia.

Anexo J. Evaluacion y andlisis de estrés oxidativo mediante microscopia de

epifluorescencia, en espermatozoides bovinos tefiidos con CellRox y Hoechst.
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