CAPITULO 17
Criopreservacion de espermatozoides felinos

Maria Candela Bonaura

Introduccion

La criopreservacion de espermatozoides tanto seminales como epididimales y su posterior
utilizacion, mediante IA (inseminacion artificial) u otras biotecnologias de generaciones
posteriores como fertilizacion in vitro (FIV) e inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides
(ICSI) permite gracias al uso de material genético, conservar la biodiversidad de las
poblaciones y evitar la extincibon de algunas especies amenazadas. Mediante la
criopreservacion es posible detener el proceso que sufre el espermatozoide desde la
eyaculacion hasta la fecundacion y conservarlo en el tiempo potencialmente fértil (Watson,
1995). Los conocimientos sobre recuperacion y criopreservacion de espermatozoides
epididimales felinos o de eyaculados felinos pueden ser de suma utilidad como modelo
experimental para ser utilizado en félidos silvestres en vias de extincién lo que permitira
aumentar sus posibilidades de preservacion (Pukazhenthi y col., 2006; Diaz y Ojeda, 2000).
Los espermatozoides eyaculados de gato domestico (Platz y col., 1978) y tigre (Donoghue y
col., 1990; Donoghue y col.,, 1993) han sido eficazmente congelados-descongelados y

utilizados mediante IA vy fertilizacion in vitro con buenos resultados (Hay y Goodrowe, 1993).
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La inseminacion artificial (IA) con espermatozoides criopreservados puede ser til cuando la
hembra y el macho se encuentran en lugares distantes o cuando el macho ya no esta
disponible para el servicio natural. Asi mismo esta biotecnologia es de gran utilidad en felinos
silvestres en via de extincion (Pushett y col., 2000; Howard, 1999).

Los espermatozoides felinos pueden ser preservados, luego de su recoleccion, mediante la
adicion al mismo de un diluyente adecuado y su inmersion en nitrégeno liquido
(criopreservacion). Luego de la primera comunicacion de nacimientos logrados mediante |IA con
semen felino congelado (Platz y col.,, 1978), se han realizado variados estudios sobre
congelaciéon de semen e IA utilizando semen criopreservado (Platz y col., 1978 Axner y col.,
2004; Hermansson y Axner, 2007; Siemieniuch y Dubiel, 2007; Andersen, 1980; Zambelli y col.,
2002). El interés por la IA y la criopreservacion de semen en felinos ha ido aumentando y ha
impulsado el desarrollo e implementacion de estas biotecnologias reproductivas. Sin embargo
los estudios realizados en este area son escasos y de limitado desarrollo en comparacién con

la evolucién de la criopreservacion de semen e |A en otras especies domésticas.

Factores que afectan la viabilidad espermatica durante el
proceso de criopreservacion

Los procesos de criopreservacion provocan alteraciones de las membranas y del
metabolismo celular asi como pérdida de la motilidad espermatica, provocando disminucién de
la fertilidad al descongelado (Hammerstedt y col., 1990; Watson, 1995). Obtener un alto
porcentaje de espermatozoides fértiles luego del proceso de congelacidon-descongelacion
traera como resultado un mayor porcentaje de prefiez y camadas mas numerosas. Este hecho
se encuentra intimamente relacionado con la conservacion de la integridad estructural y
fisiologica del espermatozoide al descongelado (Held, 1997).

Algunos cambios ocurridos en las membranas que rodean la cabeza del espermatozoide
durante la congelacion-descongelacion son similares a los producidos durante los procesos de
capacitacion y reducen la longevidad espermatica (Paulens, 1993). Las modificaciones
térmicas que se producen durante el proceso de criopreservacion provocan alteraciones fisicas
y quimicas en las membranas de los espermatozoides (Watson, 1995). Los cambios mas
evidentes son la pérdida de la motilidad espermatica y la pérdida de la integridad acrosémica
(Paulens, 1993). Otros factores que modifican la integridad de las membranas (IM) de los
espermatozoides son los relacionados con las caracteristicas fisico-quimicas de los DIL
utilizados, los cuales pueden provocar alteraciones ultraestructurales, bioquimicas y
funcionales en la célula espermatica (Stornelli y col., 2005). Entre los factores que pueden
producir dafio sobre los espermatozoides durante los procesos de criopreservacion, se

encuentran también el estrés térmico, relacionado con los cambios de temperatura (shock de
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frio), los efectos toxicos provocados por los diferentes crioprotectores y la formacion de hielo en
el medio extra e intra celular (Gao y col., 1993; Gao y col., 1995; Watson, 1976; Watson, 1981;
Watson y Duncan, 1988).

Estrés térmico: shock de frio

El enfriamiento realizado de manera rapida o lenta induce en ciertas células un estrés letal,
relacionado con un cambio de fase lipidica y alteracion de la funcién de la membrana, por lo
que debe realizarse con sumo cuidado. (Watson, 1981; Watson y Duncan, 1988).

Si bien los cambios de fase ocurren generalmente entre los 5°C y 15 °C (Dobrins y col.,
1993), el estrés puede continuar por debajo de 0°C. Para disminuir el estrés celular por shock
de frio pueden incluirse en el diluyente ciertas sustancias como son la yema de huevo, debido
a que los fosfolipidos (Quinn y col., 1980) y las lipoproteinas de baja densidad (Foulkes, 1977)

ejercen un efecto protector actuando sobre las membranas estabilizandolas (Watson, 1976).

Crioprotectores y estrés celular

Los crioprotectores permiten mantener una mayor proporciéon de agua liquida a bajas
temperaturas posibilitando la supervivencia celular durante el proceso de criopreservacion.
Sin embargo, estos compuestos, producen un estrés sobre la membrana plasmatica de los
espermatozoides. El crioprotector de eleccidn es el glicerol, el cual produce estrés osmatico.
Se ha observado que la hiperosmolalidad producida posee un efecto estimulador de la
reaccion acrosomica (Aitken y col., 1983). La incorporacion del glicerol en etapas puede
reducir el mencionado estrés (Gao y col., 1993). Se han realizado diferentes trabajos con la
incorporacion de distintos componentes con el fin de reemplazar en su totalidad o en parte el
glicerol. Los componentes utilizados han sido disacaridos, amidas o detergentes; sin obtener
un crioprotector que pueda reemplazar en su totalidad al glicerol o reducir su proporcion
hasta el momento en el gato doméstico (Bonaura y col., 2011; Bonaura y col., 2012; Bonaura
y col., 2013 a, b, ¢).

Formacion de hielo en el medio extra e intra celular
La formacién de cristales de hielo genera un estrés celular relacionado al aumento en la

presién osmoética de la fraccion no congelada (Watson, 1995). El tiempo de exposicidon de las

células en este medio deberia no ser prolongado para lograr una mayor sobrevida, por lo que el
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proceso de enfriamiento celular deberia ser rapido. Sin embargo la tasa de enfriamiento debe
ser lo suficientemente lenta como para permitir la salida de agua intracelular gracias a la
presion osmotica extracelular, y prevenir la formaciéon de cristales de hielo en el medio
intracelular, lo cual es letal para la célula (Savignone y col., 2007).

Las diferentes poblaciones espermaticas existentes entre especies y dentro de un mismo
eyaculado se relacionan con la composicién y fluidez de la membrana celular, caracteristicas
que influencian su permeabilidad al agua y a solutos asi como su susceptibilidad a la injuria por

frio (Hammerstedt y col., 1990).

Protocolos de congelacién

Existe una gran variedad de protocolos de congelacién los cuales pueden variar entre si en
las tasas de enfriado, congelado-descongelado, en los pasos de dilucion realizados,
composicion del diluyente, momento del empaquetamiento, etc. (Zambelli y col., 2002;
Siemieniuch y Dubiel, 2007). Por una cuestion practica se enumerara a continuacién un
protocolo de congelacion.

Al material seminal (espermatozoides de eyaculado o espermatozoides recuperados de la
cola del epididimo) a congelar se le realizan pruebas de contrastacion microscopicas in vitro
(como motilidad y vigor, porcentaje de espermatozoides vivos, porcentaje de espermatozoides
con integridad de membranas plasmatica y acrosomal) para determinar la calidad seminal de la
muestra. Para realizar la congelacion de los espermatozoides felinos se utiliza un DIL el cual se
mezcla con un volumen calculado para obtener una concentracion final de 50 x10°
espermatozoides/ml. Luego de un tiempo de equilibracion de 20 minutos a 4°C (Luvoni, 2008),
los espermatozoides diluidos se envasan (empaquetado) en pajuelas de 0,25 ml y se congelan
de acuerdo a la técnica descripta por Andersen (Andersen, 1980). La descongelacion se realiza
a 37 °C durante 15 segundos (Chatdarong y col., 2008). Luego de la congelacion vy
descongelacion los espermatozoides deben—ser sometidos a las mismas pruebas de
contrastacion seminal in vitro que se realizaron con el semen fresco para determinar la

viabilidad espermatica al descongelado.

Diluyentes utilizados para la criopreservacion espermatica en
el gato doméstico

Un DIL que permita obtener altos porcentajes de espermatozoides vivos con motilidad

progresiva e integridad acrosémica luego del proceso de congelacion-descongelacion,
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consiguiendo altas tasas de fertilidad in vivo precisa contener azicares como fuente de
energia, sustancias buffer que controlen los cambios de pH, antibiéticos que eviten el
crecimiento bacteriano y crioprotectores que reduzcan la posibilidad de dafo de los
espermatozoides durante los procesos de congelacion y descongelacion (Concannon y
Battista, 1989).

En la ultima década, se han estudiado diferentes DIL para la criopreservacién de semen
felino. Los mas utilizados son los que contienen Tris Base (TRIS), con el agregado de distintas
sustancias como por ejemplo crioprotectores (glicerol, disacaridos), macromoléculas
protectoras de membranas (lipoproteinas de yema de huevo, proteinas de la leche,
glicoproteinas), detergentes del grupo alquil-iénico que actian sobre la yema de huevo,
(dodecil sulfato de sodio [SDS]) y azucares energéticos permeables, capaces de atravesar la
membrana plasmatica (glucosa) (Axner y col., 2004; Siemieniuch y Dubiel, 2007; Hermansson y
Axner, 2007; Chatdarong y col., 2008).

Agregado de disacaridos al DIL

Los azucares no permeables (trealosa [TREA], lactosa, sacarosa, rafinosa) brindan un
medio hipertdnico causando deshidratacion celular antes de la congelacién (Crowe y col., 1989;
Crowe y col.,, 2001). Este efecto osmoético disminuye el agua intracelular congelable y en
relacion a esto la cuantia de dafio celular relacionada con la formacion intracelular de cristales
de hielo (Aisen y col., 2002). La TREA es un disacarido que posee ademas una accion
protectora relacionada con su interaccién especifica con los fosfolipidos de membrana durante
la desecacion y congelacion (Crowe y col., 1989; Crowe y col., 2001; Bakas y Disalvo, 1991;
Chen y col., 2000) y puede ser capaz de prevenir la separacion de fase y la fusién entre las
bicapas durante la congelacion.

La accion protectora de disacaridos como la trealosa fue observada en especies como el
canino y el ovino, sin embargo la accion protectora de este disacarido agregado al diluyente
varia segun la especie estudiada. En el ovino se logran buenos resultados con el agregado de
altas concentraciones de trealosa lo cual causa hipertonia del medio (Crowe y col., 2001; Aisen
y col., 2000 ; Molinia y col., 1994). En caninos las concentraciones usadas en ovinos resultan
execivas y producen dafios a nivel de la cola espermatica afectando la motilidad seminal
(Stornelli, 2004). En esta especie, la adicion de trealosa en concentraciones que no
modifiquen la osmolalidad del diluyente tris base permite ver la accidn estabilizadora del
disacarido sobre la membrana plasmatica. En el gato domestico no se observd efecto
protector de la trealosa sobre el semen felino congelado descongelado. Es posible que el
semen felino necesite un diluyente con concentraciones de trealosa mayores a las evaluadas

sin llegar a concentraciones que produzcan una osmolalidad que afecte la viabilidad
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espermatica, para que pueda observarse la accion protectora del disacarido (Bonaura y col.,
2011; Bonaura y col., 2013).

Agregado de amidas al DIL

Distintos estudios muestran que la adicion al DIL de amidas en diferentes concentraciones,
en reemplazo de parte del glicerol, permite mejorar parametros de contrastacion seminal in
vitro, al disminuir los efectos toxicos del glicerol sobre la célula espermatica. Este efecto
benéfico ha sido comprobado en equinos y aves (Gomes y col., 2002), no asi en caninos
(Savignone y col., 2007). Los hallazgos en felinos concuerdan con lo observado en caninos
(Dalimata y Graham, 1997; Savignone y col., 2007). Lo observado podria deberse a las
diferencias encontradas en la composicion lipidica de la membrana espermatica en las
diferentes especias (Lopes y col., 2009). Debido a que los efectos de los crioprotectores son
especie-especificos (Holt, 2000; Pefa y Linde-Forsberg, 2000; Rota y col., 2006) es posible
que los espermatozoides felinos requieran el reemplazo de un mayor porcentaje de glicerol
por amidas para evidenciar los efectos benéficos del agregado de DMF al descongelado

(Bonaura y col., 2014).

Agregado de detergentes al diluyente

Los detergentes son capaces de solubilizar y alterar las membranas celulares y sus
componentes. Los del grupo alquil-iénico, al cual pertenece el SDS desnaturalizan la estructura
nativa de las proteinas de membrana y las disocian en sus cadenas polipeptidicas. Si este
detergente se agrega al DIL en pequefias cantidades, posee un efecto benéfico sobre la
motilidad espermatica e integridad acrosémica en los procesos de congelacidon-descongelacion
(Pursel y col., 1978), gracias a su accion sobre la fraccion lipoproteica de baja densidad de la
yema de huevo la cual ejerce su accion protectora sobre la superficie celular (Watson, 1976).
Compuestos que contengan SDS solo o como un componente del Equex STM paste u Orvus
han sido incluidos en los DIL usados para la congelaciéon de semen canino y felino (Pursel y
col., 1978; Axner y col., 2004). Sin embargo la adicién de altos porcentajes de estas sustancias
afecta la estabilidad de la membrana plasmatica y acrosomal (Stornelli, 2004). Los resultados
observados en felinos permiten arribar a la conclusiéon de que, un diluyente tris base que posea
en su composicion el agregado de SDS ejerce un efecto protector mayor que sobre los
espermatozoides congelados-descongelados que un DIL tris base sin el agregado de SDS

(Bonaura y col., 2012).
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Si bien se ha avanzado en el conocimiento y uso de la criopreservacion espermatica en el
gato domestico queda aun un largo camino por recorrer y poder estandarizar los protocolos de

criopreservacion y permitir el uso corriente de esta biotecnologia en felinos.
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