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INTRODUCCION

La concentracion 6ptima de espermatozoides para la congelacién de semen de macho cabrio se en-
cuentra entre 100-200 x 10 espermatozoides/ml, ya que favorece un mejor rendimiento en la insemi-
nacién de esta especie. Sin embargo, el efecto de este factor sobre la criorresistencia espermatica no
es bien conocido. Dado que la aquagliceroporina 3 (AQP3) podria estar involucrada en los procesos
de criotolerancia celular (Yeste et al., 2017), su localizacion podria proporcionar informacién clave so-
bre la capacidad de osmoadaptacién de los espermatozoides. El objetivo de este estudio fue evaluar
el impacto de la concentracion espermatica sobre la criorresistencia y la localizacién de AQP3.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 15 eyaculados de cuatro machos Murciano-Granadina distribuidos en dos grupos segun
la concentracién espermatica: siete a 25 x 10 y ocho a 100 x 10 espermatozoides/ml. Se diluyeron en un
diluyente Tris con 6% yema de huevo y 5% glicerol y tras 3 horas de equilibrado a 4°C, se congelaron
en vapores de nitrégeno liquido. La motilidad total, progresiva y las variables cinéticas se analizaron
mediante el sistema ISAS® PRO (ARQUIMEA). La viabilidad espermaética se analizé mediante fluores-
cencia con el sistema de analisis de imagen automatizado SQS2 (ARQUIMEA). La membrana espermética
y la integridad del acrosoma se evaluaron mediante fluorescencia usando yoduro de propidio (PI)
combinado con aglutinina de cacahuete (Arachis hipogaea) conjugada con isotiocianato de fluoresceina
(FITC-PNA). La identificacion y cuantificaciéon de la AQP3 en muestras espermaticas frescas y congela-
das-descongeladas se realizé mediante Western Blotting (WB) y la inmunolocalizacion en distintas re-
giones del espermatozoide por inmunocitofluorescencia (ICF). Se llevé a cabo un andlisis de componentes
principales (PCA) para las distintas variables estudiadas (Moviles totales, Moviles Progresivos, Vivos to-
tales, Acrosoma Integro y Vivos con acrosoma integro) y analisis de Cluster (Statistica™, TIBCO®) para
los Indices de Criorresistencia (ICR = (valor descongelacién/valor refrigerado) x 100) de los eyaculados
para una clasificacion como buena o mala respuesta a la criopreservacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Todos los eyaculados congelados a baja concentracion aparecian agrupados en el Cluster de baja crio-
rresistencia para todas las variables estudiadas. EIl WB no mostré diferencias significativas en la
cantidad de AQP3 entre las muestras frescas y congeladas. La IFC mostré una mayor (p<0,05) proporcion
de espermatozoides con AQP3 en el flagelo en los eyaculados congelados a baja concentracién. El in-
cremento de AQP3 en la cola de muestras mas diluidas podria determinar un flujo excesivo de agua 'y
glicerol que afectase negativamente a la criorresistencia, tal como se ha sugerido en muestras conge-
ladas de caprinos silvestres (Santiago-Moreno et al., 2022). Este hecho contrastaria con los efectos po-
sitivos de la relocalizacién de la AQP3 en la cola del espermatozoide apuntados en moruecos (Pequefio
et al., 2023), lo que podria ser explicado por los mayores niveles de dilucién y, por tanto, mayor dis-
ponibilidad de glicerol en muestras poco concentradas. La relocalizacion de AQP3 ya habia sido
descrita en espermatozoides de macho cabrio al comparar diferentes velocidades de enfriamiento
durante la congelaciéon (Pequeio et al., 2024).

CONCLUSION

La congelacién a baja concentracion espermatica compromete su criorresistencia en un proceso en el
que parece involucrado una relocalizacién de AQP3 en la cola del espermatozoide.
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