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RESUMEN

La criopreservacion del semen ha evolucionado hasta convertirse en una técnica
muy utilizada en mamiferos domésticos. Para mejorar aun mas la eficiencia de la
criopreservacion de los espermatozoides, es necesario comprender los
mecanismos moleculares que subyacen a las propiedades que generan las
criolesiones de los espermatozoides (Funji & et al. 2018). En este contexto Las AQP
son unas importantes proteinas formadoras de canales de agua que estan
directamente implicadas en la osmolaridad por lo tanto, su ausencia o inhibicién
puede ser un importante determinante de muerte espermatica durante los cambios
abruptos de temperatura. (C. H. Yeung, Callies, Tuttelmann, Kliesch, & Cooper,
2010). Por lo cual se abordara la principal funcion de las acuaporinas en el proceso
de la criopreservacion en el semen de la especie equina, bovina y porcina.

La AQP3 en porcinos es la mas importante debido a que segun Morato et al., 2014,
estd involucrado en la criopreservacion ya que tiene un papel importante la
maduracion del esperma y la regulacion osmatica; En el equino su principal papel
se radica en la regulacion del volumen del esperma evitando deformidades en la
cola del espermatozoide, de esta manera se da una migracién adecuada hacia el
oviducto (Qi Chen, 2011) y el el bovino no hay evidencia clara de su funcion. En el
equino la AQP7 aumento en la fertilidad ya que tiene una estrecha relacion en la
calidad del esperma, segun estudios relacionados Kazutaka Saito, 2004, muestra
que espermatozoides sin presencia de esta AQP cuentan con baja fertilidad. Se
relaciona con la resistencia de los espermatozoides al momento del choque térmico
en porcinos y bovinos (Prieto-Martinez, et al., 2017). Otra AQP encontrada en las
tres especies fue la 11, la cual segun bonilla-Correal, 2017 en el equino esta
relacionada con la motilidad del esperma y la integridad de la membrana del
espermatozoide y esto podria indicar que puede ser un marcador de criotolerancia.
Esta AQP tiene que ver con la criotolerancia en toros, pero no en porcinos, debido
a que en el semen fresco del toro no solo es un marcador de calidad después de la
criopreservacién, también da indicios de su fertilidad y capacidad fecundante (Utt,
2016), y en porcinos solo es relevante en el esperma fresco.

Teniendo en cuenta lo anterior, aun faltan muchos estudios para confirmar y afirmar
con mas seguridad el papel y/o funcion de estas proteinas en el semen al momento
de la criotolerancia y de esta manera generar nuevos marcadores de fertilidad mas
eficientes.

Palabras clave: Acuaporinas, AQP, criopreservacion, criotolerancia,
osmorregulacién, Inseminacion artificial



ABSTRACT

Semen cryopreservation has evolved to become a widely used technique in
domestic mammals. To further improve the efficiency of sperm cryopreservation, it
is necessary to understand the molecular mechanisms underlying the properties that
generate sperm cryoinjury (Funji & et al. 2018). In this context, AQPs are important
water channel-forming proteins that are directly involved in osmolarity, therefore their
absence or inhibition may be an important determinant of sperm death during abrupt
changes in temperature. (C. H. Yeung, Callies, Tuttelmann, Kliesch, & Cooper,
2010). Therefore, the main function of aquaporins in the process of cryopreservation
in the semen of the equine, bovine and porcine species will be addressed.

AQP3 in pigs is the most important because, according to Morato et al., 2014, it is
involved in cryopreservation since sperm maturation and osmotic regulation play an
important role; In the equine, its main role lies in the regulation of sperm volume,
preventing deformities in the sperm tail, in this way there is an adequate migration
towards the oviduct (Qi Chen, 2011) and in cattle there is no clear evidence of its
function. In horses, AQP7 increased fertility since it has a close relationship with
sperm quality. According to related studies, Kazutaka Saito, 2004, shows that
spermatozoa without the presence of this AQP have low fertility. It is related to the
resistance of sperm at the time of heat shock in pigs and cattle (Prieto-Martinez, et
al., 2017). Another AQP found in the three species was 11, which according to
Bonilla-Correal, 2017 in horses is related to sperm motility and sperm membrane
integrity and this could indicate that it may be a cryotolerance marker. This AQP has
to do with cryotolerance in bulls, but not in pigs, because in the bull's fresh semen it
is not only a quality marker after cryopreservation, it also gives indications of its
fertility and fertilizing capacity (Utt, 2016 ), and in pigs it is only relevant in fresh
sperm.

Taking the above into account, many studies are still needed to confirm and affirm
with greater certainty the role and/or function of these proteins in semen at the time
of cryotolerance and thus generate new, more efficient fertility markers.

Keywords: Aquaporins, AQP, cryopreservation, cryotolerance, osmoregulation,
artificial insemination



1. INTRODUCCION

Durante la Uultima década se ha mejorado significativamente la capacidad
fecundante del semen criopreservado debido a la aparicion de nuevas técnicas de
inseminacion artificial como la intrauterina que requiere una cantidad minima de
esperma (Bonilla., et al 2019). Ademas, se han hecho investigaciones para mejorar
las técnicas de andlisis de la calidad espermatica después de la descongelacion
(Alvarenga, Papa, & Ramires Neto, 2016).

Para mejorar aun mas la eficiencia de la criopreservacion de los espermatozoides,
es necesario comprender los mecanismos moleculares que subyacen a las
propiedades criobiolégicas que afectan a las criolesiones durante el proceso de
criopreservacion de los espermatozoides (Funji & et al. 2018).

Las AQP son unas importantes proteinas formadoras de canales de agua que estan
directamente implicadas en la osmolaridad durante el proceso de criopreservacion,
por lo tanto, su ausencia o inhibicion puede ser un importante determinante de
muerte espermatica durante los cambios abruptos de temperatura, por lo cual es
fundamental conocer a fondo las funciones de estas proteinas y su presencia en el
espermatozoide Se ha identificado y comprobado que las acuaporinas son
responsables de la regulacién del equilibrio osmaético y de la adaptacion de los
espermatozoides a los cambios de osmolaridad del entorno. Estos cambios son
esenciales después de la introduccion del semen en el tracto reproductor femenino,
dado que este tiene una osmolaridad inferior a la del aparato reproductor masculino
(C. H. Yeung, Callies, Tuttelmann, Kliesch, & Cooper, 2010).
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La inseminacién artificial (IA), en los ultimos afios participa activamente en la
conservacion genética aprovechando en gran proporcion el eyaculado (Mina., 2008)
para este fin los espermatozoides son sometidos a métodos de criopreservacion
lo que permite que el eyaculado sea utilizado en diferentes hembras ubicadas en
distintos sitios por medio de IA (Funji, et al., 2018). Ademas de esto la utilizacion
de estas técnicas ayuda a evitar la transmision de enfermedades venéreas (Loomis
& Graham., 2008).

La criopreservacion es el método més eficaz para el almacenamiento de esperma
a largo plazo. Sin embargo, el proceso de congelacion-descongelacion dafia a los
espermatozoides, ya que genera dafios en la membrana plasmatica, altera el
nucleo, reduce de la actividad mitocondrial y disminuye la motilidad del esperma
(Yeste et al., 2016). Estos dafios se dan principalmente por el cambio de fase del
agua intracelular y extracelular durante las bajas temperaturas (Yeste et al., 2016).

El transporte de agua celular del medio interno a externo es dado a través de la
membrana celular ,donde uno de los principales mecanismos son canales creados
por proteinas llamadas acuaporinas (AQP) (Tamayo & Fuentes, 2016). Estas
proteinas se han descrito en humanos y otras especies, considerandose hasta el
momento de 13 AQP (AQPO — AQP12) en las células de mamiferos, clasificadas en
tres grupos diferentes (AQPx ortodoxas, acuagliceroporinas (AGP),y super AQPS).
Que difieren en su secuencia y permeabilidad a los solutos (Delgado, et al., 2019).

El proceso de congelacién y descongelacion genera estrés osmatico el cual se
asocia a los efectos adversos sobre la motilidad, viabilidad y potencial de membrana
mitocondrial de las células espermaticas, lo cual a sido evaluado en equinos y
podria estar asociada con el estrés oxidativo (Ball & Vo, 2001). “Este fendmeno se
debe principalmente a factores propios del equino y a que la seleccion del
reproductor se hace de acuerdo con su rendimiento en las diferentes disciplinas
ecuestres, mas no a su capacidad reproductiva” (Clulow, Maxwell, & Morris, 2007).
algo que si se considera al momento de seleccionar reproductores de bovinos y
porcinos.

Debido a que la mayoria de las industrias se han propuesto disefiar herramientas
para facilitar el comercio del semen utilizado para la inseminacion artificial, se ha
implementado la criopreservacion. “Los procedimientos de criopreservacion se
orientan a intentar minimizar los dafios celulares que se producen durante la
congelacion y descongelacion celular” (Moreno & Galarza, 2019).

Se debe tener en cuenta que las acuaporinas presentes en los espermatozoides de
los mamiferos tales como los equinos, porcinos y bovinos, tienen una importancia
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considerable debido a que su estudio y entendimiento podria ser utilizado en
ambitos como la criopreservacion e inseminacion artificial.

Expuesto lo anterior el desarrollo de la presente revision bibliografica pretende
informar sobre la funcion de las acuaporinas en los tres mamiferos anteriormente
mencionados especificamente durante la criopreservacion en el cual se identifique
claramente la importancia en la osmorregulacion y asi corroborar que el intercambio
de agua y solutos es crucial durante la crioconservacion, por lo que varios
espermatozoides pueden seguir viables al momento del choque térmico.

Teniendo en cuenta lo anterior se plantea lo siguiente:

¢,De qué manera las acuaporinas del semen del caballo, toro y cerdo contribuyen
en la calidad del esperma y cudles son las que interviene de manera especifica
teniendo en cuenta la osmorregulacion durante el proceso de criopreservacion?
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2. OBJETIVOS

2.10bjetivo General

Identificar la principal funcidbn de las acuaporinas en el proceso de la
criopreservacion en el semen de la especie equina, bovina y porcina.

2.2 Objetivos Especificos

° Describir la funcion y ubicacion de las principales AQPs en el momento de la
congelacion y descongelacion de los espermatozoides.

° Analizar, el papel que desempefan las AQPs y su importancia durante la
criotolerancia de los espermatozoides en la especie Equina, bovina y porcina.

° Reconocer las similitudes que existen en el espermatozoide de las tres
especies segun la funcién que las AQPs durante la criopreservacion.
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3. JUSTIFICACION

La presente revision bibliografica tiene como finalidad informar sobre las
acuaporinas, presentes en el espermatozoide del caballo, toro y porcino. Tomando
como referencia diferentes investigaciones, articulos, libros, escritos, entre otros,
haciendo énfasis en su papel en el espermatozoide al momento de la
criopreservacion.

Las AQP son unas importantes proteinas formadoras de canales de agua
descubiertas en 1992, estas tienen una estructura tetramérica, compuesta por
cuatro monoémeros, lo que le confiere una mayor estabilidad y se caracterizan por la
presencia en la parte central de un poro de paso cuyo tamafio es variable segun el
tipo de acuaporina (Bonilla et al 2019). Estan directamente implicadas en la
osmolaridad durante el proceso de criopreservacion, por lo tanto, su ausencia o
inhibicion puede ser un importante determinante de muerte espermatica durante los
cambios abruptos de temperatura (Yeung, et al., 2010).

Como meétodo de conservacion de germoplasma masculino una de las
biotecnologias utilizadas es la criopreservacion de semen de esta forma se consigue
guardar y difundir material genético, para esto se han disefiado diferentes
metodologias de conservacion que buscan mejorar la viabilidad espermatica
(Ribeiro, et al., 2014). Como ya se mencion6 las AQPs cumplen un papel importante
durante este proceso, por tener relativamente poco tiempo desde su descubrimiento
existen muchos mecanismos que aun no son comprendidos, lo que hace necesario
revisar diferentes investigaciones para intentar comprender la funcién que tienen
ellas en el espermatozoide.
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4. LINEAMIENTOS METODOLOGICOS

Se realiza una revision de literatura como técnica analitica para recopilar
informacion actualizada. reuniendo informacion de los ultimos 20 afios enfocada en
el rol de las AQPs en las células esperméticas del equino, bovino y porcino.

Para recopilar informacion se utilizaron buscadores como PUB MED, SCIELO,
GOOGLE ACADEMICO, SCIENCE DIRECT, ELSERVER Yy recursos bibliogréaficos
de universidades, las palabras de busqueda fueron: funcién de acuaporinas,
acuaporinas en células reproductivas de machos, AQPS, Criopreservacion,
Osmorregulacién, Inseminacion y sus respectivas traducciones en inglés y
portugues. Especificamente articulos publicados en los ultimos 20 afios ya fueran
de investigacion, revision, tesis 0 monografias.

Criterios de inclusion y exclusion: Fueron incluidos articulos cientificos de
revision, tesis y monografias que en su resumen mencionan la funcion de las AQPs
en el espermatozoide y fueron descartados articulos que se enfocaran en el papel
de las AQPs en otro tipo de células.

Por ser una temética poco estudiada en el disefio de esta revision se decidié hacer
un abordaje de manera general incluyendo caracteristicas generales del semen de
los mamiferos, criopreservacion, principales dafios de los espermatozoides durante
y después de la criopreservacion, estructura y transporte de moléculas a través de
membranas celulares, funciéon y clasificacibn de las AQPs, finalizando con
particularidades de estas en el espermatozoide del equino, bovino y porcino.
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5. MARCO TEORICO
5.1Generalidades del semen de los Mamiferos

El espermatozoide es una célula especializada de tipo sexual, su cabeza contiene
la informacion gendémica y presenta un flagelo que le da movilidad, esto contribuye
a la diversidad morfologica de las especies; Se debe tener en cuenta que no todos
los espermatozoides son iguales y no todos llevan los procesos de capacitacion y
reaccion acrosomal al mismo tiempo dentro del aparato reproductor de la hembra
(Avalos, et al., 2018).

Existen tres procesos fisiolégicos para que el espermatozoide obtenga su
capacidad fertilizante, Maduracion epididimaria, proceso que ocurre durante su
transito en el epididimo, capacitacion y reaccion acrosomal lo cual ocurre después
del eyaculado dentro del aparato reproductor de la hembra transportandose hacia
el oviducto (Yanagimachi, 1994).

Las principales caracteristicas que debe tener un espermatozoide para llegar a
fecundar se basan en la motilidad progresiva, morfologia normal, metabolismo
energético activo, capacidad para desarrollar una motilidad hiperactivada, integridad
estructural y funcionalidad de la membrana, integridad de las enzimas asociadas
con la fecundacion, capacidad de penetracion y transferencia 6éptima del material
genético (Hidalgo, Tamargo, & Diez, 2005). Por lo cual la evaluacion del semen
puede abarcar una serie de parametros morfologicos y funcionales donde podemos
observar volumen, color, olor, concentracion, motilidad masal, motilidad individual,
porcentaje de formas anormales y porcentaje de acrosomas; con este tipo de
evaluaciones podemos saber el niumero de espermatozoides por ml de semen,
apreciacion visual de la consistencia del eyaculado, también se pueden detectar los
eyaculados en los que (Castelo, et al., 2008), los espermatozoides estan muertos o
son muy poco moviles-(Tabla 1) (Ball & Vo, 2001).

Tabla 1:Diferencias en las dimensiones de los espermatozoides de equinos, bovinos
y porcinos (Pesch & Bergmann, 2006).

ESPECI | LARGO | CABEZA (um) PIEZA PIEZA
E (um) INTERMEDIA | PRINCIPAL
(Hm) (Lm)
Largo | Ancho | Forma | Largo | Ancho | Largo | Ancho
Equina 60 5 2.4 Paleta | 8 0,5 30 0,49
Porcina | 50-60 8.5 4.25 Paleta | 10 * 30 *
Bovina 75-90 9.15 |4.25 paleta | 14,84 | 0,67 50 0,51
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5.2La Criopreservacion

Proceso por el cual células y/o tejidos son expuestos a muy bajas temperaturas
donde su obijetivo principal es la conservacion de células vivas, logrando interrumpir
el desarrollo de degeneracién celular (Belascoain, Diaz, & Huter, 2016).

Una de las biotecnologias de mayor difucion mundial es la criopreservacion del
semen del macho esto permite la utilizacion de este material en animales
geograficamente aislados o el uso de semen de animales que ya finalizaron su vida
atil reproductiva cuando son colectados a tiempo (Castelo y et al., 2008; Arango et
al., 2020), incluso luego de su fallecimiento (Loomis P. , 2001). El uso de esta
biotecnologia ayuda a los productores a adquirir genética de mejor calidad y mejora
Su estatus sanitario ya que puede disminuir el riesgo de transmision de
enfermedades sexuales (Castelo, et al., 2008), esta metodologia permite la
comercializacién y distribucién del semen a nivel internacional promoviendo el
mejoramiento genético (Loomis P. , 2001).

Existen técnicas convencionales y automatizadas de criopreservacion de semen
(Ribeiro, et al., 2014), en las que se modifican las concentraciones y la naturaleza
de los crioprotectores, asi como en los diferentes tipos de soportes para el
almacenamiento del semen (Restrepo, et al.,2012), que buscan cada dia mejorar la
viabilidad de este.

Para mantener la calidad del semen en el proceso de criopreservacion se debe tener
en cuenta principalmente las velocidades de descenso de la temperatura asi como
las concentraciones de los crioprotectores y los métodos de soporte de
almacenamiento utilizados (Medeiros, et al., 2002). Los principales crioprotectores
utilizados son el glicerol, el dimetilsulfoxido, el etilenglicol, entre otros (Avila-Portillo,
et al., 2006).

Los criopreservantes se caracterizan por ser sustancias hidrosolubles con baja
toxicidad los cuales pueden disminuir el punto eutéctico, los crioprotectores se
pueden diferenciar en agentes penetrantes y no penetrantes (Avila, et al, 2006).

Los agentes penetrantes son de bajo peso molecular lo que le permite ser
permeable a través de la membrana celular (Avila, et al, 2006), esta caracteristica
permite proteccidén celular antes las lesiones producidas por la congelacion a
velocidad lenta (Fernandez et al, 2009).

Uno de los crioprotectores penetrante utilizados en este proceso es el el glicerol que
cuenta con caracteristicas de bajo peso molecular lo que le permite el paso a la
célula mediante los canales de la AQP 7 reemplazando osmdticamente el agua
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intracelular durante el proceso de congelamiento (Carlotto,2009), este crioprotector
puede tener cierta desventaja ya que puede producir efectos toxicos y
contraceptivos en espermatozoides de algunas especies (Canorio et al, 2015).

Otro protector con caracteristica penetrante es el dimetilsulfoxido encargado de
difundirse por medio de la membrana plasmaética lo que permite la proteccion celular
ante dafios que puedan pasar por la congelacion (Fernandez et al, 2009), este
crioprotector es de toxicidad baja aunque se reportan casos de disminucion en la
tasas de supervivencia de después de la congelacion, conservacion vy
descongelacién (Miyagi, 2015).

Por ultimo mencionaremos al etilenglicol el cual pertenece al grupo de
criopreservantes penetrantes, este comparte la caracteristica de bajo peso
molecular permitiendo mejorar la permeabilidad y baja toxicidad dando mayor
supervivencia espermética a y motilidad progresiva al momento de la
descongelacién en comparacion con el glicerol (Neira et al, 2007).

Al contrario de los agentes penetrantes, los no penetrantes son de alto peso
molecular siendo efectivos a velocidades altas de congelacién(Avila, et al, 2006), de
cierto modo no son crioprotectores por el hecho de que no penetran la célula pero
la protejen al acelerar la deshidratacion celular (Bosio, 2001).

5.2.1 Dafios en el Espermatozoide Después de la Criopreservacion

Uno de los propdésitos de la criopreservacion es asegurar la supervivencia de los
espermatozoides, pero, en un nimero variable suele generar dafios irreversibles a
la membrana plasmatica y acrosomal, causando muerte celular y/o infertilidad
(Rubio, Quintero, & Gonzalez, 2009). Por lo cual el proceso de congelacion-
descongelacién afecta la integridad de estas membranas, tanto a lo referente a
morfologia como funcionalidad. Aunque cabe recalcar que, si los espermatozoides
son de la misma especie, pero de diferente individuo, pueden resistir de manera
distinta los efectos negativos de la criopreservacion (Rubio, Quintero, & Gonzélez,
2009; Bonilla et al,2019). Por lo cual factores independientes de la criopreservacion
gue pueden afectar la viabilidad de los espermatozoides como la estacion del afio,
dieta del macho, raza, cantidad de eyaculado, cantidad de plasma seminal que
difieren de individuo a individuo (Yeste et al, 2016).

El principal problema al momento que se congela y descongela es el dafio causado
por la bajas temperaturas que genera distintos dafios irreversibles a
espermatozoide lo cual se asocia con el cambio de fase del agua intracelular y
extracelular (Yeste et al, 2016). Teniendo en cuenta lo anterior, el dafio criogénico
puede ocurrir indistintamente sobre la integridad estructural y funcional, lo que
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pudiera afectar la capacidad fecundante al momento de realizar la inseminacion
artificial.

Estudios realizados los ultimos afios dan a entender que el hecho de afectar la
supervivencia de los espermatozoides tiene que ver con factores fisicos y biolégicos
que involucran la integridad de la membrana por lo cual es crucial su
comportamiento al momento de exponerse a bajas temperaturas donde se puede
dar un choque térmico, estrés oxidativo, reorganizacion de la capa lipidica, cambios
osmaticos entre otros (Grotter, et al., 2019).

Se debe tener en cuenta que al utilizar hielo seco se logran cantidades de
espermatozoides con un aceptable nivel de integridad de membrana plasmatica y
acrosomal y bajo nivel de criocapacitacion, pero se evidencia baja movilidad debido
a la pérdida de enzimas vinculadas con las vias metabdlicas productoras de ATP
(Pérez, et al., 2019).

5.2.2 Dafos por cambios osmoéticos

La célula posee una velocidad 6ptima de congelacion que asegura la supervivencia
luego de la criopreservacion, en el momento en que se produce el estrés y hay
formacion de cristales de hielo que esta asociado a los cambios de presion osmotica
de la fraccion no congelada se debe a un aumento o disminucion de la congelacion
del esperma (Stornelli, et al 2005).

En el proceso de criopreservacion puede que se produzcan algunos cambios como
puede ser el choque térmico o la formacion de cristales de hielo dentro de la célula,
esto se pueden llevar a cabo si la curva de congelacién es demasiado rapida
llevando a una deshidratacion celular progresiva (Novoa, 2013).

La permeabilidad de la célula es una factor importante durante el proceso de
congelacion y descongelacion del esperma ya que que las células que cuentan con
mayor permeabilidad necesitan que el proceso de congelacibn sea con mayor
rapidez aunque puede formar mas cristales de hielo lo que induce a un adecuado
deshielo que permita la disminucion de estos (Crabo, 2001).

La calidad del semen se presenta con una calidad baja al producirse dafo en la
estructura de membrana y el estrés osmoético, las cuales afectan el citoplasma, el
citoesqueleto y la composicién genética (Castro, 2016). Esto puede proporcionar un
aumento en la permeabilidad de la membrana por lo que se puede generar una
mayor entrada de agua o iones, por lo que puede afectar el porcentaje de prefiez
(Leahy, Gadella, 2011).
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5.2.3 Dafos por cambios de temperatura

La célula y el medio extracelular permanecen sin congelar y se enfrian. Estas
temperaturas estan entre -5 ° Cy -15 ° C, lo que causa que se forme hielo en los
alrededores de la célula, en el caso de las sustancias dentro de la célula
permanecen descongeladas y se disminuye su temperatura debido al potencial
quimico del agua. En estado refrigerado (intracelular) es mayor que en estado
congelado (extracelular) (L.C.Jaramillo-J.A.Castro., 2016). El agua excretada de la
célula se congela a un punto de solidificacion total. Este fendmeno esta relacionado
con la importancia de la velocidad de enfriamiento que establecera el éxito del
proceso (Doyong & Critser, 2000).

En caso de lesién por choque térmico la membrana celular cambia de un estado
liquido a un estado solido porque los fosfolipidos exhiben diferentes temperaturas
de transicion y se produce una separacion de fases, por lo cual los lipidos se
remodelan (Loomis P. , 2001). Al integrar las proteinas de la membrana, algunas
moléculas de colesterol se agrupan y se liberan, lo que conduce a la interrupcién de
las interacciones lipido-proteina y a la pérdida de la funcion de algunas proteinas
esenciales como los canales i6nicos y las acuaporinas. Este dafio afecta la
integridad y la funcion de la membrana plasmatica al alterar el flujo de agua de iones
como el calcio, el bicarbonato y de otras moléculas importantes como los
crioprotectores (Leahy & Gadella, 2011).

En estos casos, el dafio a la membrana plasméatica hace que los espermatozoides
sean mas propensos a sufrir una degeneracién acrosomal o una exocitosis, lo que
reduce la vida util de los espermatozoides y su capacidad para fertilizar. Por lo tanto
el tiempo entre la inseminacién y la ovulacion debe ser menos prolongado que el
utilizado para la inseminacion artificial ya sea con semen fresco o refrigerado y la
ovulacion debe ser detectada mediante ecografia ya que este es un paso esencial
para la inseminacién (A.D. Thomas, 2006).

Estos dafios por la crioconservaciéon se pueden ver también en el ADN y han sido
reportados en varias especies como lo son los caprinos los primates y hasta los
humanos (Martines, 2010), La propuesta de la hipétesis de este dafio mecanico se
debe al desarrollo intracelular de hielo,en contraposicion con el dafio de fractura de
ADN que pudiera generar la radiacion. Por otro lado, también se puede notar el
origen de estos dafios a radicales libres de oxigeno (Martines, 2010).
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5.2.4 Otros Efectos

Los dafios ocasionados por la fragmentacion del ADN se denominan por las
anormalidades de la estructura de la cromatida espermatica debido a los cambios
de temperatura a la que la célula sexual estda sometida al momento de la
criopreservacion (Zilli, et al., 2003). Lo que se asocia con el fallo en la fertilizacion
en respuesta a la oxidacion y por consiguiente dafio en el ADN, esto sugiere que la
fragmentacion del ADN se genera por el estrés oxidativo que modifica las histonas
presentes en el mismo (Sakkas, et al., 2002; Ziech, et al., 2011).

Los métodos usados para disminuir las modificaciones de la cromatina tienen
relacion con evaluacion correcta de las diferencias de resistencia al dafio entre las
muestras de semen y la utilizacién de métodos de congelacion y descongelacion
menos dafiinos por lo tanto la eleccion de muestras de semen menos susceptibles
al dafio de membrana da como resultado mayor resistencia a la criopreservacion
(Cabrita, et al., 2005).

Por otro lado la mitocondria podria considerarse crucial para la funcionalidad y
viabilidad de espermatozoide ya que su dafio genera disminucién en el ATP que
puede ser considerado la energia de la célula sexual continuando con pérdida de la
movilidad y velocidad espermatica después de la descongelacion (Cabrita et al.,
2005 a; Figueroa et al., 2013).

5.3Estructuray Transporte de Moléculas a través de la Membrana
Plasmatica

La membrana plasmatica se caracteriza por ser una barrera semipermeable la cual
tiene la funcién especifica de seleccionar el contenido celular del exterior de ella,
regula el intercambio del interior al exterior celular y por dltimo permite la
comunicacion entre células (Sala-Valdés, 2010).

La estructura de la membrana celular tiene diferentes modelos como lo es la Capa
Lipidica, la Bicapa Lipidica ademas el del del Mosaico Fluido, la membrana celular
esta constituida generalmente por lipidos y proteinas lo que le permite la
organizacién de bicapa (Mesa et al, 2010).

La bicapa lipidica est4 constituida por 3 lipidos de membrana: Fosfolipidos,
Glucolipidos y Colesterol los cuales construyen la mitad del tamafio de la
membrana, formados de una forma hidrofobica y otra hidrofilica lo que puede el
trasporte de los solutos (Lopez, 1986).
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El modelo de mosaico fluido hace referencia a que la membrana es una bicapa
lipidica donde las proteinas integrales se incorporan de tal manera que sus
grupos ionicos y polares se localizan en la fase acuosa y los grupos no polares en
la parte hidrofébica de la bicapa (Sala-Valdés, 2010).

Proteina canal
(proteina de transporte)

Proteina

Medio extracelular Carbohidrato
Cabezas hidréfilicas

Glicoproteina

Bicapa de
fosfolipidos

ﬂﬁ”ﬂl‘\){
(O

. Molecula de
Proteina integral > fosfolipido
{proteina globular) Proteina de superficie

Colesterol

Glicolipido
Proteina integral Regiones hidrofébicas

Proteina periférica FAlamentos del (proteina en alfa-hélice)
citoesqueleto Citoplasma

llustracion 1:Estructura de la membrana celular (Sala, 2010).

Como se habia mencionado anteriormente la membrana tiene una transporte
selectivo el cual es definido por un transporte pasivo o activo, la mayoria de
moléculas que atraviesan estas membranas lo hacen por medio de transporte activo
ya que es esencial para moléculas cargadas (Arrazola, 1994), componentes con
caracteristica hidrofébica son capaces de pasar por la membrana por medio del
transporte pasivo gracias a su solubilidad en la fase lipidica, mientras que hay
moléculas hidrofilicas por esta razén su transporte debe ser de forma especifica,
utilizando asi el transporte activo (Garcia, 2008).

5.3 Las Acuaporinas

Las AQPs fueron descubiertas por primera vez en 1992 por Peter Agre, investigador
de la Universidad Johns Hopkins, recibié el Premio Nobel de Quimica, En 2003, por
haber identificado una proteina que da lugar al paso de agua a traves de la
membrana celular, por lo cual la denominé “acuaporina”. En 1992 durante la tarea
de purificar el antigeno Rh de eritrocitos humanos, los analisis sefalaban la
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presencia de caracteristicas similares a las halladas en células tubulares renales
(revisado por Yeste et al., 2017). Fue investigada y resultdé ser una proteina
tetramérica que opera como canal selectivo para el transito de agua. Al inyectar
material genético de eritrocitos a un ovocito de anfibio (célula impermeable al agua),
adquirio la capacidad de permitir el paso de moléculas de agua, por lo cual se
confirmd la hipotesis. Posteriormente a su clonacion y secuenciacion, fue sugerido
el nombre de acuaporina—1 (AQP1) para esta proteina. Después de esto la
investigacién alrededor de estas proteinas se ha incrementado y se han investigado
gran parte de sus caracteristicas moleculares y funcionales y se han descubierto
varios miembros adicionales de esta familia (Coppo J.A, 2008). Se investigaron e
identificaron hasta 13 AQPs distintas en varios tejidos y 6rganos, las cuales han
recibido el mismo nombre seguido de un numero secuencial en relaciéon con la
cronologia de su descubrimiento (Yeste et al, 2017).

La acuaporina (AQP) es una proteina de membrana encargada de transportar el
agua a través de los compartimientos de las células, formada por un haz de seis
hélices a, que dejan una estrecha abertura en su interior por la que pueden pasar
moléculas de agua, forman tetrAmeros, es decir, se agrupan de cuatro en cuatro y
transportan el agua y forman una linea de 10 moléculas de agua (Rodriguez y
Carrera,2014). Estas acuaporinas delimitan un canal de 2 nm de largo por 0,3 nm
de ancho, por lo cual solamente puede ser atravesado por moléculas de agua. Las
AQP estan reguladas por diversos factores intracelulares, entre los cuales son
fundamentales el pH y la fosforilacion, principalmente mediada por proteinquinasa—
A. La mayoria son inhibibles por compuestos mercuriales, aunque el Hg puede
activar algunas AQP (Coppo, J.A, 2008).

La permeabilidad de las membranas celulares hacia el agua y las hormonas en
los sistemas reproductivos de machos y hembras juega un rol esencial en la
foliculogénesis, la espermatogénesis y la osmo adaptacién del espermatozoide, el
cual experimenta una disminucidon osmética natural en su viaje desde el tracto
reproductor del macho hacia el de la hembra, esto indica la importancia de canales
especializados que transporten el agua de manera rapida y eficiente hacia el
interior/exterior de la célula (Fuentes-Mascorro, Gisela, 2016). El espermatozoide
maduro es una célula muy permeable al agua. Su membrana plasmética posee las
Acuaporinas, unos canales selectivos para el paso de agua y otras sustancias como
los crioprotectores.
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llustracion 2: Estructura de las AQPS (Oberska & Michatek 2021).

5.3.1 Clasificacion de las Acuaporinas

Segun la funcion de su permeabilidad, la familia de las acuaporinas se clasifica en
tres subfamilias: las AQP ortodoxos, las Acuagliceroporinas y las super AQP
(Delgado, et al. 2019), estas se diferencian fundamentalmente en que las primeras
s6lo son permeables a agua en forma selectiva, las segundas también permiten el
paso de glicerol y otros solutos de bajo peso molecular y la tercera estan presentes
en los espermatozoides (Agre, Sasaki, & Chrispeels, 1993).

Acuaporinas: Acuagliceroporinas: Las AQP3, AQP7, AQP9 y AQP10.

La AQP3 tiene como funcion permitir el paso de agua y otros pequefios solutos,
como el glicerol y la urea, a través de la membrana plasméatica. La AQP7 permite la
salida de glicerol de los adipocitos o células grasas. La AQP9 permite el paso de
una amplia gama de solutos no cargados y también estimula el transporte de urea
y la permeabilidad osmatica al agua. La AQP10 se encuentra en duodeno y yeyuno.
Su localizaciéon es apical sugiriendo un rol en la capacidad de absorcion de estas
células (Sales, Lobo, Carvalho, Moura, Rodriguez, 2013).

Acuaporinas: Ortodoxas AQP 0,AQP 1,AQP 2.

La AQPO fue descrita antes que la AQP1 pero se asocié con esta familia de
proteinas posteriormente. Se encuentra en las células fibrilares del cristalino,
encontradndose en este de forma abundante. Su principal funcion es mantener la
adhesién entre las células (Bonilla.et al 2019, M.2004).

33



La AQP1 es la AQP méas ampliamente estudiada por darse su descubrimiento
primero que las demés. Es la més abundante, y fue localizada en primera instancia
en el eritrocito, sin embargo, se ha detectado su presencia en diferentes porciones
de la nefrona, entre estas el tubulo proximal y el Asa de Henle (Bonilla et al
2019,M.2004).

La AQP2 esta solo se encuentra en los conductos apicales y colectores renales.
Se inhibe por compuestos mercuriales y su funcion depende de la accion de la
hormona antidiurética. Cuando ésta se encuentra ausente los poros se internalizan
y se detiene la transcripcion de los genes que la codifican (Huang et al., 2006).

Super Acuaporinas

Estas estan presente en los espermatozoides de los sementales toros y verracos,
AQP11 y AQP12 son miembros del grupo super AQPs, que se localizan en las
membranas de organulos intracelulares y estan involucrados en el transporte de
agua y glicerol-(Tabla 2) ( F, Noto 2019).

Tabla 2: Localizacion celular de las AQPs en tractos reproductivos masculinos y
femeninos (Huang et al. 2006a; Sales et al. 2013).

ACUAPORINA Distribucién en tejidos reproductivos
AQPO Testiculos
AQP1 Vagina, ovario, placenta, Utero, membrana fetal, embrién,

testiculo, conductos eferentes, epididimo, conductos
deferentes, vesiculas seminales y préstata.

AQP2 Utero, ovario, conductos eferentes, epididimo y conducto
deferente.
AQP3 Utero, cuello uterino, ovario, placenta, membrana fetal,
embridn, epididimo y prostata.
AQP4 Utero, cuello uterino y ovario.
AQP5 ovario, Utero, cuello uterino, oviducto, células granulosas,
embrion y epididimo
AQP6 Embridn
AQP7 Ovario, embrion, testiculo, epididimo, espermatidas, testiculo,
espermatozoides epididimarios y espermatozoides eyaculados
AQPS8 Utero cuello uterino, ovario, oviducto, placenta, membranas
fetales, embridn, testiculo y epididimo
AQP9 Ovario, oviducto, utero, células granulosas de foliculos,

placenta, membrana fetal, testiculo, conductos eferentes,
epididimo y préstata

AQP10 Testiculos, conductos eferentes y epididimo
AQP11 Testiculos
AQP12 N/A
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llustracion 3 localizacién de AQP en el tracto reproductivo masculino (Oberska &
Michatek 2021).

5.3.2 Acuaporinas presentes en el semen de bovino

Segun Oberska y Michelek (2021), solo se ha confirmado la presencia de AQP1,
AQP3, AQP7, AQP9 y AQP11 en el esperma de los bovinos (Arrighi et al., 2016;
Kasimanickam et al., 2017; Prieto-Martinez et al., 2017a; Fuijii et al., 2018; Morato
etal., 2018). La AQP1 se ha descrito en la superficie apical de las células no ciliadas
de los conductos eferentes, la capa de musculo liso de los conductos deferentes, el
endotelio de los vasos sanguineos y pequefios haces nerviosos a lo largo del tracto
genital (Arrighi et al., 2016).
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Por otro lado, la AQP9 se ha estudiado en bufalos y se ha encontrado en la
superficie apical de las células principales de la cauda del epididimo y en la
superficie apical de las células epiteliales en los conductos deferentes (Arrighi et al.,
2016). La cantidad de AQP9 cambia con la temporada de reproduccién del bdfalo
ya que durante la temporada de reproduccion aumenta, esta es una diferencia
observada entre la temporada reproductiva y no reproductiva que podria indicar que
esta proteina estd implicada en la reabsorcion del liquido luminal y por lo tanto
puede ser un factor que interviene en la calidad relativamente menor del esperma
en la temporada no reproductiva (Oberska & Michatek, 2021).

En cuanto a AQP3y AQP7 estan presentes en la colay cabeza del espermatozoide
siendo AQP3 la que esta presente en la parte principal de la cola y la AQP7 en la
cabeza y cola con dos patrones de localizacion. Por lo cual se demostré que estas
dos AQP estan posiblemente relacionadas en la tolerancia a la congelacion-
Descongelacion en los espermatozoides del toro especificamente en la cola del
esperma (Funji, et al., 2018). Se debe tener en cuenta que AQP3 y AQP7
pertenecen a las acuagliceroporinas las cuales participan en el transporte de agua
y glicerol (Verkman, 2001). Por otro lado, segun el estudio de Moréto et al, (2018)
la AQP11 fue evidenciada en toda la cola y la cabeza del toro y los niveles relativos
fueron mas altos exhibiendo una mayor criotolerancia; Se encontré que esta AQP
puede ser un marcador de calidad de esperma debido a que cuanto mayor sea el
contenido de AQP11 en el semen fresco, mayor seré la posibilidad de sobrevivir a
la congelacion-descongelacion por ende mayor criotolerancia. Ademas, el mayor
peso molecular del esperma de toro AQP11 podria deberse al hecho de que algunos
AQP estan glicosilados (Morato, et al., 2018).
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llustracién 4 Inmunolocalizacion de AQP3 y AQP7 en semen fresco, congelado-
descongelado y tincion sin AQP (Prieto-Martinez et al. 2016).

También se ha descrito que la AQP11 en el semen fresco del toro no solo es un
marcador de calidad después de la criopreservacion, también da indicios de su
fertilidad y capacidad fecundante (Utt, 2016).

Con relaciéon a AQP7 en un estudio hecho por Ma, et al., (2011) se evidencié que
esta AQP también puede ser un marcador para la seleccion de semen de mas
calidad asociandolo con 10 rasgos de calidad de semen; La abundancia relativa de
esta AQP puede ser mayor en eyaculados con alta capacidad de congelacién ya
sea antes o después de la congelacion (Prieto-Martinez, et al., 2017). En otro
estudio mas reciente hecho por Kumar, et al., (2015), afirma que el gen de AQP7
puede usarse como marcador molecular para seleccionar caracteristicas de buena
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calidad del semen entre toros cruzados debido a que los que presentaban este gen
relacionado con AQP7 tenia un volumen y motilidad de semen significativamente
mayor, aunque se deben hacer mas estudios que confirmen esta teoria.

Existen diferencias notables entre cerdos y bovinos se denota cuando la relacion
entre AQP3, AQP7 y AQP11 en la criotolerancia es distinta debido a que AQP3 esta
relacionada con la resistencia a la congelacién-descongelacion en cerdos pero no
en toros y contrariamente la AQP11 tiene que ver con la criotolerancia en toros pero
no en porcinos, aunque, la AQP7 se relaciona con la resistencia de los
espermatozoides al momento del choque térmico en las dos especies (Prieto-
Martinez, et al., 2017). Aunque faltan estudios para confirmar la importancia de
estas AQPs en estas especies.

Ac AQP3 (P)
AQP7 (C, P) AQP7 (C)
H - =4 AQPS (P)
Erl_ = AQP7 (C) AQP11(C, P)
Par AQP7 (C)
Cp — —— AQP7 (P) |
AQP3 (C, P)
Mp AQP7 (C, P)
cd —— AQP7 (P)
AQP3 (P)
AQP7 (C, P)
AQP11 (C, P
T AQP3 (C) kbl )
Pp AQP7 (P)
Ep No data

llustracion 5 Distribucion de AQP en los espermatozoides de la especie bovina
(Oberska y Michelek. 2021; Boj et al., 2015).
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1. 5.3.3 Acuaporinas presentes en el semen del porcino

Se sabe poco de la osmolalidad del liquido epididimario de verraco, se cree que el
entorno de alta osmolaridad en el epididimo es fundamental en la adquisicién de
solutos por los espermatozoides (Tooley, 2001).

iy

~ o

llustracion 6. Jabali campedn de berkshire, show 2005 (Wikimedia commons).

El epididimo tiene tres regiones distintas, y las células del epididimo varian de una
zona a otra, creando un microambiente fluido y variable que permite que los
espermatozoides maduren gradualmente. Se identificaron tres clases como caput
(cabeza), corpus (cuerpo) y cauda (cola).como se puede identificar en la figura 5
(Lopes, 2011).

El medio microfluidico proporciona la solucion ideal para la maduracién de los
espermatozoides a través de las células secretoras, como las células principales,
las células endoteliales, las células apicales y la comunicacion de los tipos de
células epiteliales de este tejido (y otros tipos de células epiteliales) con los
espermatozoides (Tooley, 2001), las funciones mas notables del epitelio
epididimario es la generacion de un aumento sustancial en la concentracion de
solutos dentro del liquido epididimario debido a la reabsorcién del agua (Lopes,
2011).

Esto es posible debido al paso del agua a través de los canales i6nicos y
acuaporinas. Las proteinas llamadas acuaporinas permiten que entre 10 y 100
veces mas agua atraviesen la membrana e impiden El paso de iones y pequefias
moléculas no cargadas (Agre, 2004).
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Las tres AQP encontradas en el semen de verraco se localizan en diferentes
lugares estas cumple un papel importante en esta seccion hablaremos de ellas tres
dando énfasis en su funcionamiento y localizacion.

Las AQP3 en el verraco se distribuyen y localizan en diferentes lugares de esta se
identificaron dos patrones diferentes, una estaba restringiendo a la pieza media del
esperma Yy en la regidon acrosémica. La funcion de la AQP3 esté involucrada en la
criotolerancia del espermatozoide del jabali y verraco (R.Moraton, 2014).

Las AQP7 en verracos presentaron su localizacion en la pieza de conexion y
parcialmente a la pieza media del esperma de verraco. Se detecté AQP7 tanto en
la regidn post acrosomal como en la pieza media (Yeste et al,2016).

Las AQP1l en verracos se encontraron en la cabeza y la cola de los
espermatozoides, solo el contenido relativo de esta se correlacion6
significativamente y positivamente con diferentes parametros de calidad del
esperma en espermatozoides frescos de verraco (Yeste et al,2016).

Las AQP3, AQP7 y AQP11 se encuentran en el semen de verraco y son importantes
para la maduracion del esperma y la regulaciobn osmotica. El intercambio de agua
es un evento importante en la crioconservacion, que es el método més efectivo para
el almacenamiento de esperma a largo plazo. Sin embargo, el proceso de
congelacion y descongelacién hace que el esperma se dafie y quede incapacitado
como fertilizante (R.Moraton, 2014). Suponiendo que la calidad del semen
congelado depende en parte de la correcciobn de los cambios de osmolaridad
durante este proceso, las AQP pueden desempefiar un papel importante en la
congelacion del semen porcino.La AQP11 tiene que ver con la calidad del esperma
fresco del verraco, AQP3 ayuda con la criotolerancia del espermatozoide de este
mismo (Agre, 2004).

Tabla 3: Diferencias de las acuaporinas en semen de verraco.

AQP. | Localizacion Funcion Clasificacion

AQP7 |[La cola y gota|Permite la salida de glicerol | Acuagliceroporinas
citoplasmatica. de los adipocitos o células
(Yeste et al, 2001). | grasas. (Sales, Lobo,
Carvalho, Moura, Rodriguez,
2013).
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AQP11 |En la cola del|Involucrada en el transporte | super acuaporinas

esperma de agua y glicerol. ( F, Noto
eyaculado. (Yeste | 2019).
et al, 2001).

AQP3 | En la pieza media | Tienen como funcion permitir | Acuagliceroporinas
del esperma. [ el paso de agua y otros
(Yeste et al, 2001). [ pequeiios solutos, como el
glicerol y la urea, a traves de
la  membrana plasmatica.
(Sales, Lobo, Carvalho,
Moura, Rodriguez, 2013).

En la anterior tabla se da a conocer las diferentes funciones de las acuaporinas
vistas en el esperma del verraco y jabali y sus diferentes clasificacion esto nos llevo
a ver que La presenciay localizacion de AQP3, AQP7 y AQP11 en semen fresco de
jabali y verraco ha sido investigada en trabajos previos, no se ha establecido la
relacion de estas tres proteinas con la capacidad de coagulacion del semen de jabali
para manipular (R.Moratén, 2014). Hasta ahora, estudios separados han
encontrado diferentes marcadores de congelacion para el semen de jabali y verraco.
Sin embargo, puede haber otras proteinas involucradas en la tolerancia al frio del
esperma de jabali. Como se mencion6 anteriormente, las AQP son esenciales para
regular el transporte de aguay CPA através de la membrana celulary prevenir la
lesién osmotica (I.vilagran, 201°07).

De hecho, la permeabilidad de la membrana plasmética al agua y la APC
determinan la tolerancia de las células a la crioconservacion, ya que esta
permeabilidad esta implicada en las principales formas de dafio celular inducido por
la crioconservacion, incluido el dafio intracelular al hielo (Agre, 2004).

Ademas, AQP3 participa en la permeacion de los espermatozoides, lo cual es
importante después del agotamiento osmoético natural de los gametos
masculinos cuando ingresan a los femeninos-(Tabla 3) (I.vilagran, 2017).
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2.

Las AQPs tienen una gran importancia en el proceso de congelacion y
descongelacién ya que estan relacionadas con la disfuncion del agua (Br. Parada,
2019), el numero de AQPs identificadas hasta el momento en los espermatozoides

5.3.4 Acuaporinas presentes en el semen del Equino.

varia segun la especie (Sanches et al, 2015).

Tabla 4. Localizacion de las AQP mas abundantes en espermatozoides de

mamiferos (Bonilla et al, 2019).

AQP LOCALIZACION ESPECIE REFERENCIA

AQP3 | Pieza intermedia de esperma | Humano Chenetal. (2011);

Raton Laforenza et al. (2016 );

Cerdo Prieto-Martinez et al. ( 2015

Vacas ); Prieto-Martinez, Moraté et
al. (2016 ).

AQP7 | Espermatides alargadas, cola | Rata Calamita, Mazzone, Bizzoca
de espermatozoides et al. (2001 ); Ishibashi et
testicular y epididimo al. (1997); Suzuki-Toyota

etal. (1999).
Espermatidas, cabeza y cola
del espermatozoide HuUMano Laforenza et al. (2016 );
Moretti et al. (2012 ); Saito
et al. (2004 ); Yeung et al. (
2010).
Cola y gota citoplasmica de
espermatozoides
epididimarios. Piezas de Cerdo Prieto-Martinez, Vilagran et
conexion, intermedias y al. (2016); Vicente-Carrillo
principales de los etal. (2016).
espermatozoides eyaculados
Kasimanickam et al. (2017);
pieza intermedia Prieto-Martinez et al.
(2015).
Vacas
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AQP11 | Espermatidas alargadas y Rata Yeung y Cooper (2010 ).
cola de esperma eyaculada

Cola de esperma eyaculado

Humano Laforenza et al. (2016 );
Cerdo Prieto-Martinez, Morat6 et
al. (2016).

En el equino la ubicacién de la AQP3 esta en la parte medial del espermatozoide
(Huang, et al, 2006), con funcion principal de la regulacion del volumen del esperma
evitando deformidades en la cola del espermatozoide, esto con el fin de garantizar
una migracion adecuada hacia el oviducto asegurando la capacidad de fertilidad-
(Tabla 4) (Qi Chen, 2011).

Otra AQP presente es la acuaporina 7 la cual esta ubicada en la cola de los
espermatozoides testiculares y en la parte media de los espermatozoides
eyaculados contando con espermétidas redondas y alargadas (Hermo, 2013), esta
acuaporina muestra una funcion de aumento en la fertilidad ya que tiene una
estrecha relacion en la calidad del esperma, estudios relacionados con la funcién
de esta acuaporina en diferentes especies muestra que espermatozoides sin
presencia de esta AQP cuentan con baja fertilidad (KAZUTAKA SAITO, 2004).

Por ultimo mencionaremos la AQP11 presente en en el espermatozoide del equino
esta localizada en la pieza principal y post-regién acrosémica del espermatozoide,la
cual esta relacionada con la motilidad del esperma y la integridad de la membrana
del espermatozoide porque esta acuaporina podria estar correlacionada como
marcador de criotolerancia (Bonilla et al 2019-Correal, 2017).

En el proceso de la criopreservacion puede que estas AQP tengan un pequefio
cambio en la ubicacién en el espermatozoide (Bonilla et al, 2019), donde juegan un
papel fundamental en cuanto a su capacidad de resistencia frente a los protocolos
de congelacion y descongelacion.

Como se ha descrito las AQPs se pueden localizar en las células de sertoli y Leydig
como también en las células epiteliales de los conductos que recubren las luz donde
tienen funcion principal de aumentar la concentracion de contenido espermatico
(klein, 2013), en la espermatogénesis en cuanto a el equilibrio luminal, otra de sus
funciones es la maduracion del epididimo ademas de transporte de
espermatozoides y almacenamiento de este (Correal et al, 2017), estas funciones
pueden estar disminuidas segun la temporada en la que se encuentre el semental
ya que en tiempos de reproduccion puede que la cantidad de AQPs esté disminuida
(M Yeste et al, 2017).

43


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/rda.13082#rda13082-bib-0115
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/rda.13082#rda13082-bib-0055
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/rda.13082#rda13082-bib-0080

AQP3 AQP7 AQFP11

llustracion 7: Localizacion de AQP3, AQP7 y AQP11(Bonilla et al, 2019).

Fresh

F-T

Se debe tener en cuenta que las AQP3 y AQP7 estan en el grupo de las
acuagliceroporinas AGP (Di Giorgio, 2013), que se caracteriza por tener
permeabilidad de agua, glicerol, urea y algunos electrolitos, mientras que la AQP11
se encuentra dentro del grupo de superacuaporinas que se involucran en el
transporte de agua intracelular, y la homeostasis intravesicular (Bonilla et al, 2019).

Luego de la eyaculacién el espermatozoide queda expuesto a cambios que pueden
dafar la motilidad espermatica, por lo que el espermatozoide puede perder
integridad y funcién (Yeste et al, 2017). Ademas se ha demostrado que la
criopreservacion induce a diferentes tipos de dafos, entre los que se encuentran la
fragmentacion del ADN espermaético, la disminucion del potencial de membrana
mitocondrial, dafios en el acrosoma y la produccion de radicales libres de oxigeno,
por lo que es importante dilucidar la importancia de cada una de las AQP presentes
en este proceso (Yeste et al., 2015).

En equinos el proceso de criopreservacion reduce la capacidad fecundante cuando
se compara con el semen fresco efecto poco observado en otras especies (Loomis
y Graham, 2008; Squires, 2013), por otro lado, no existen criterios de seleccion
para fertilidad con semen congelado en la especie equina, como sucede en bovinos
donde se determina la habilidad espermatica para resistir al proceso de
criopreservacion (Loomis y Graham, 2008).
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llustracion 8: Estructura tetramérica de las AQPs con cada uno de sus monémeros
(Kazutoshi,2014
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6. DISCUSION

En la célula uno de los componentes mas importantes es el agua participando en
los diferentes mecanismos de regulacion en los procesos bioldgicos respondiendo
a los gradientes osmaoticos (Coppo, 2017). En el momento en que Peter Agre junto
a sus colegas descubrieron la AQPs abrieron una nueva puerta a descubrimientos
brindando una base para comprender el transporte de agua mediante la difusion
facilitada (revisado por Agre P., 2004 y Agre P., 2006). Su distribucion particular
del espermatozoide de los mamiferos es limitada aunque cada vez hay estudios
mas detallados en diferentes especies.

En este contexto uno de nuestros objetivos se basaba en hacer una recopilacion de
diferentes estudios donde evidenciara la relacion y las similitudes que hay en el
espermatozoide en el equino, bovino y porcino destacando su importancia, funcién
y localizacion.

Tabla 5: Localizacion y funcion de AQP3, AQP7, AQP11 en el seme del equino,
porcino y bovino

AQP ESPECIE LOCALIZACION FUNCION REFERENCIAS
AQP3 | EQUINO Pieza medial del | Regulacién del volumen | (Huang, et al., 2006)
espermatozoide. del esperma evitando

deformidades en la cola | (Qi Chen., 2011).
del espermatozoide.

BOVINO Cabezay cola. No hay evidencia clara | (Funji, et al., 2018)
del papel durante la
criopreservacion.

PORCINO Pieza medial del esperma | Maduracion del esperma | (Morato., 2014).
y en la region acrosomica. | y la regulacién osmoética.
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AQP7 | EQUINO Colay en la parte media. | Aumento en la fertilidad. | (Hermo., 2013)
(Kazutaka Saito.,
2004)
BOVINO Cabezay cola. Resistencia de los | (Prieto-Martinez, et
espermatozoides al | al., 2017)
momento del choque
térmico.
PORCINO Regién post acrosomal y | Resistencia  de los | (Yeste et al.,, 2016)
la pieza media. espermatozoides al | (Prieto-Martinez, et
momento del choque | al., 2017)
térmico.
AQP11 | EQUINO Pieza principal y post- | Motilidad del esperma y | (Bonilla-Correal.,
region acrosémica. la integridad de la | 2017)
membrana del
espermatozoide.
BOVINO Cabeza y cola (todo el | marcador de calidad | (Utt., 2016)
espermatozoide) después de la
criopreservacion, (Morato et al., 2018)
(fertiidad y capacidad
fecundante)
PORCINO cabezay la cola s6lo es relevante en el | (Yeste et al, 2016)
esperma fresco

Finalmente cabe resaltar que faltan ain muchos estudios para confirmar y afirmar
con mas seguridad el papel y/o funciéon de estas proteinas en el semen de los
mamiferos al momento de la criotolerancia y de esta manera generar nuevos
marcadores de fertilidad mas eficientes.
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