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RESUMEN

Este estudio fue disefiado para evaluar los efectos de la congelacion en
espermatozoides porcinos y ovinos obtenidos de diferentes granjas comerciales, los
cuales fueron congelados con crioprotectores y posteriormente fueron
descongelados. Los parametros de viabilidad, movilidad e integridad del acrosoma
fueron evaluados antes y después de la congelacién en ambas especies, en donde
los porcentajes obtenidos en el grupo control en espermatozoides porcinos fueron de
80% de viabilidad, 79% de movilidad, y 68% de integridad acrosomal, mientras que
los porcentajes obtenidos en espermatozoides congelados fueron de 31% de
viabilidad, 27% de movilidad y 38% de integridad acrosomal, existiendo diferencias
significativas respecto al grupo control, mientras que los porcentajes obtenidos en la
especie ovina en el grupo control fueron de 87%, 89% y 56% para los parametros de
viabilidad, movilidad e integridad acrosomal, respectivamente, por otra parte en los
espermatozoides congelados de esta especie los porcentajes obtenidos fueron de
54% de viabilidad, 52% de movilidad y 36% de integridad acrosomal, existiendo
diferencias significativas entre grupos. Por lo tanto en este trabajo se observo que la
especie ovina es mas resistente a la congelacion respecto a la especie porcina,
obteniendo un mayor porcentaje en los tres parametros evaluados antes y después

de la congelacion.



ABSTRACT

This study was designed to evaluate the effects of freezing sperm in pigs and sheep
obtained from different commercial farms, which were frozen with cryoprotectants and
then were thawed. The parameters of viability, motility and acrosome integrity were
evaluated before and after freezing in both species, where the percentages obtained
in the control group in swine sperm were 80% viability, 79% motility, and 68%
acrosome integrity, while the percentages obtained from frozen sperm were 31%
viability, 27% motility and 38% of acrosome integrity, with significant differences
compared to the control group, while the percentages obtained in sheep in the control
group They were 87%, 89% and 56% for the parameters of viability, motility and
acrosome integrity, respectively, on the other hand in frozen species sperm
percentages obtained were 54% viability, 52% motility and 36% of acrosome integrity,
with significant differences between groups. Therefore in this study we observed that
sheep are more resistant to freezing regarding swine, getting a higher percentage in

the three parameters evaluated before and after freezing.
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I.-INTRODUCCION

Numerosos estudios han demostrado los efectos adversos que causa la congelacion
sobre los espermatozoides, en donde en la mayoria de los casos se ha observado
una disminucién en la viabilidad, movilidad y la tasa de fecundacion, sin embargo
para entender esta disminucion en la fecundacion, no es suficiente analizar
unicamente la movilidad y viabilidad de la muestra, sino que es necesario analizar
otros parametros mas especificos que anteceden a la fecundacién y que son
necesarios para que ésta se lleve a cabo, como son la capacitacion y reaccion
acrosomal (RA). Ademas se ha visto que hay una variacion en los espermatozoides
entre especies en cuanto a su composicion de lipidos de membrana, lo cual podria

afectar el proceso de la fecundacion.

Por tal motivo fue de interés el estudio de la funcionalidad de los espermatozoides
porcinos y ovinos posterior a la descongelacion. Entendiéndose como funcionalidad
espermatica: a todos aquellos vivos, con una movilidad progresiva, que tengan la
facultad de ser capacitados y de llevar a cabo una RA adecuada y que por lo tanto

sean capaces de fertilizar al ovocito.

Por ello en la reproduccion animal asistida se estan generando cambios basados en
la aplicaciéon de nuevas tecnologias con la finalidad de aumentar la eficiencia
reproductiva. El desarrollo de técnicas que permitan la adecuada criopreservacion de
gametos, masculinos y femeninos en cerdos, asi como en otras especies de

mamiferos, resulta de gran importancia para la investigacion aplicada en la
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reproduccion asistida (Betancourt et al., 1993). Ya que los gametos son un recurso
potencialmente valioso para la preservacion del genoma y la diversidad genética, se
estan desarrollando técnicas para conservar espermatozoides y ovocitos de
diferentes especies para la fecundacién in vitro (FIV). Los embriones producidos,
pueden ser transferidos a hembras receptoras para el desarrollo de crias o bien para
ser criopreservados (Somfai et al., 2010). El desarrollo de la criopreservacion se ha
traducido en logros tales como la tecnologia para el almacenamiento de
espermatozoides y embriones de mamiferos como bovinos, ovinos, porcinos y otras

especies (Esaki et al., 2004).

Asi, la utilizacion de espermatozoides congelados, representa una de las principales
biotecnologias reproductivas para el mejoramiento genético (Arruda et al., 2000;
Freitas et al., 2009), pues, ahora es posible, inseminar hembras receptivas desde
cualquier parte del mundo, incluso después de la muerte del semental (Bailey et al.,
2000). También se han conseguido niveles elevados de penetracion de ovocitos con
espermatozoides congelados y con técnicas de FIV lo que permite comparar la
capacidad fecundante, de igual manera se han logrado obtener embriones viables a

partir de espermatozoides congelados (Gadea et al., 1998).

La evaluacion del semen es un componente importante, ya que esta puede
determinar su capacidad fecundante antes de ser utilizado para inseminacién artificial

(IA) o en FIV (Rodriguez-Martinez, 2006).

La preservacion eficiente de las células espermaticas con su completa capacidad de

fecundar, es el objetivo principal del proceso de su criopreservacion. Sin embargo,
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hay una pérdida significativa en el potencial de fecundacion de las muestras
congeladas (Watson, 2000; Cooter et al., 2005). El proceso de criopreservacion
representa una interrupcion artificial del progreso del espermatozoide post
eyaculacion hacia la capacitacion, RA y la fecundacion (Januskauskas y Zilinskas,

2002).

Son numerosos los efectos que la criopreservacion puede inducir en los
espermatozoides, que van desde lesiones letales hasta aquellas que solo alteran sus
funciones (Cooter et al., 2005). El proceso de criopreservacion reduce la viabilidad de
los espermatozoides que va de un 50 a un 60 %, y causa varias alteraciones
bioquimicas y estructurales que implican distintos compartimentos de la célula
(Chaveiro et al., 2006), por ello se requiere de un analisis mas profundo sobre el
efecto de la criopreservacion en células espermaticas para realizar mejoras en la
técnicas establecidas y asi obtener un mayor porcentaje de recuperacion posterior al

proceso de criopreservacion.

Por otra parte es necesario conocer a fondo al espermatozoide, de este modo se
puede realizar, un proceso de congelacion especifico, para obtener una mayor
eficiencia de recuperacion, por ello es importante conocer al espermatozoide desde

su origen, diferenciacién y maduracion post-testicular en las diferentes especies.
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1.1 Formacién de espermatozoides (espermatogénesis)

La espermatogénesis es un proceso celular complejo, el cual involucra el desarrollo
de las espermatogonias hasta convertirse en espermatozoides con ayuda de las
células de Sertoli. Se pueden reconocen tres fases funcionales especificas que le
caracterizan: proliferacion, meiosis, y diferenciacion (Figura 1). En la fase de
proliferacion: las espermatogonias experimentan varias divisiones mitéticas para
formar espermatocitos primarios. Las espermatogonias pueden ser subdivididas en
distintas clases debido a que poseen varios marcadores en su superficie, que
principalmente se caracterizan en células tallo (As), células proliferantes (Apr, Aa1), y
células en diferenciacion (A1-4, In, B). El adecuado desarrollo de éstas es
dependiente de un microambiente especifico, conformado por las células de Sertoli y
las células mioides favorecido por las células de Leydig. Los espermatocitos
secundarios se convierten en espermatidas haploides por meiosis, conformando asi
la fase meidtica. Durante esta fase los espermatocitos secundarios experimentan
recombinacién de los cromosomas, sinapsis e intercambio genético, asi como
transformacién en células haploides al terminar la meiosis. Las células meidticas
forman entidades estructurales especificas conocidas como el complejo
sinaptonémico que garantizan el apareamiento de los cromosomas homaologos. Por
ultimo, en la fase de diferenciacion, las espermatidas se desarrollan en
espermatozoides como resultado de una compleja metamorfosis, que es referida
como espermiogénesis e involucra profundas modificaciones estructurales en la

forma del nucleo, la compactacion de la cromatina, la formacion del acrosoma, y el
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establecimiento de un flagelo que le permitirad la movilidad. La espermatogénesis en
consecuencia constituye la renovacion y proliferacion de espermatogonias
indiferenciadas, la diferenciacién espermatogonial, la meiosis de los espermatocitos,
y la metamorfosis de las espermatidas para formar espermatozoides (Arenas et al.,
2012). Una vez terminada la formacion de espermatozoides estos adquieren su
capacidad fertilizante en el epididimo, donde el espermatozoide sufre cambios

bioquimicos, proceso denominado maduracion espermatica,
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Figura 1. Diagrama que representa la espermatogénesis en el ratdén, particularmente
las etapas que conforman el ciclo del epitelio seminifero (I-XIlI). Las capas
horizontales representan las asociaciones de células germinales, y las células de
Sertoli, separan cada una de las etapas. Las imagines junto a la base corresponden
al nucleo de espermatidas tempranas, intermedias y tardias. Los tipos de células
germinales son: espermatogonias (A, In, B); espermatocitos ((Pl: preleptoteno, L:
leptoteno, Z: zigoteno, P: paquiteno, D: diacinesis, Mi: division meidtica);
espermatidas redondas (1-8); espermatidas alongadas (9-16) (Hess y De Franca,
2008).
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1.2 Maduracién espermatica en el epididimo

El epididimo es el érgano donde los espermatozoides sufren una serie de cambios y
adquieren la capacidad fertilizante (maduracion). Los cambios que ocurren en el
espermatozoide, relacionados con la maduracién, involucran una gran cantidad de
cambios, que se llevan a cabo en el nucleo, el acrosoma, elementos del
citoesqueleto, gota citoplasmica o membrana plasmatica del espermatozoide. Los
cambios pueden ser morfolégicos (disminucion en el tamafo del acrosoma y el
didmetro mitocondrial) (Briz et al.,, 1995), aumento en la resistencia a cambios
externos (Cooper y Yeung, 2006), reduccién de la region cefalica del espermatozoide
que puede deberse a la formaciéon de puentes disulfuro S-S intracelulares durante el
transito por el epididimo (Bedford et al., 1973), a la deshidratacion por el aumento del
nivel de la presién osmoética en el lumen epididimario (Hinton et al., 1981), o al
aumento de la compactacion nuclear (Cooper y Yeung, 2006). Otro de los cambios
morfolégicos que acompanan a los espermatozoides durante su transito por el
epididimo, es la migracién de la gota citoplasmica. Mientras los espermatozoides
pasan de la regién cefalica al cuerpo del epididimo, la gota citoplasmica se desliza de
la base de la cabeza del espermatozoide a la pieza media, antes de desprenderse
finalmente en la region caudal del epididimo o después de ser eyaculado (Gatti et al.,
2004). Este fendmeno es directamente proporcional con el aumento en la movilidad,
y aunado a lo anterior, el espermatozoide sufre una serie de modificaciones que le

permitiran fecundar al ovocito una vez que entre al tracto reproductor femenino,
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procesos denominados capacitacion y RA, ademas de adquirir hipermovilidad que es
un movimiento especial del flagelo que le permite penetrar al ovocito (Arenas et al.,

2010).

1.3 Capacitacion y Reaccién Acrosomal

La capacitacion es un proceso del espermatozoide que comprende una serie de
cambios previos a la fecundacién y que normalmente ocurre en el tracto reproductor
femenino. La capacitacion espermatica es un término que indica el desarrollo
funcional que comprende una serie de cambios estructurales y funcionales como
resultado de su interaccion con las secreciones de la mucosa del aparato reproductor
femenino (Figura 2) (Arenas et al., 2010; Grasa et al., 2006). Entre las modificaciones
que se producen, se incluyen cambios bioquimicos y fisiolégicos en los que se
alteran y eliminan sustancias que fueron integradas en la membrana plasmatica del
espermatozoide cuando pasaron por el epididimo o durante la exposicién al plasma
seminal y la disminucion de colesterol, dando como resultado un incremento en la
permeabilidad de la membrana al calcio (aumento del calcio intracelular), aumento de
los canales de calcio y sodio/potasio, generacion de especies reactivas de oxigeno y
fosforilacion de la tirosina de las proteinas (Rodriguez-Martinez et al., 2008). Durante
la capacitacion, el espermatozoide experimenta numerosos cambios en la
composiciéon lipidica de su membrana plasmatica siendo el mas importante la

disminucién de la relacion colesterol: fosfolipidos, lo que afecta la permeabilidad de
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la membrana (Olivera et al., 2006). El colesterol es el esteroide presente en mayor
concentracion en el eyaculado con un efecto estabilizador sobre las membranas
celulares (Grasa et al., 2006). Este elemento es desprendido de la membrana
plasmatica por accion de las lipoproteinas de alta densidad presentes en las
secreciones del tracto reproductor femenino (Olivera et al., 2006), por lo tanto, una
vez que los espermatozoides han sido depositados en el tracto genital de la hembra,
las proteinas seminales contenidas en la superficie espermatica, tienen contacto, con
los fosfolipidos de alta densidad presentes en el oviducto, generando una alteracion
de permeabilidad de la membrana espermatica, lo que permite la entrada de calcio
que convierte los fosfolipidos en lisofosfolipidos capaces de desestabilizar
membranas y asi iniciar la RA (Mayren et al., 2012; Boerke et al., 2013). Ya que, la
capacitacién representa una desestabilizacion de la membrana acrosomal, esto
finalmente se traduce en un aumento de la ocurrencia espontanea de la exocitosis
acrosomal, disminuyendo la vida media de la poblacion de espermatozoides. Todos
los cambios que ocurren durante la capacitacion espermatica conducen al aumento
del metabolismo y la movilidad del espermatozoide (Mayren et al., 2012). Las
modificaciones lipoproteicas de las membranas permiten la exteriorizacion de los
receptores y activan canales idnicos que intervienen en la activacion de mecanismos
de transduccion (flujo de calcio, sintesis de AMPc, fosforilacion-desfosforilacion de
proteinas, etc.), y cambian el metabolismo energético que conduce a Ila
desestabilizacion de la membrana plasmatica a nivel de la region acrosomal y la

hiper-activacion del movimiento flagelar (Arenas et al., 2010). Estos cambios
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permiten al espermatozoide responder a inductores especificos y experimentar la RA

al final de la capacitacion (Arenas et al., 2010).

La criopreservacién genera en los espermatozoides, cambios similares a la
capacitacion espermatica denominandose criocapacitacion y que al utilizar
espermatozoides criopreservados para la FIV, la etapa de capacitacién inducida
puede ser innecesaria (Boerke et al., 2013). Sin embargo, los cambios producidos
por la criopreservacion reducen las tasas de concepcién al usar espermatozoides

criopreservados para la IA (Rodriguez-Martinez et al., 2008).

Reaccion acrosomal: Cuando el espermatozoide se une al ovocito, se induce la RA
(Figura 3). Esta ocurre de forma espontanea debido al incremento de especies
reactivas de oxigeno (EROs) durante el proceso, siendo este de interés por su
participacion en la preparacion final de los espermatozoides antes de la penetracion
de la Zona Pelucida (ZP) (Del Rio et al., 2007). Sin embargo, trabajos realizados en
la FIV indican que la RA puede ser inducida empleando diferentes sustancias como
heparina, ionoforo de calcio, fluido sintético de oviducto y progesterona (Chavez et
al., 2008). La RA es especie especifica, e implica la existencia de moléculas para el
reconocimiento entre los gametos masculino y femenino (Arenas et al., 2010). La
membrana plasmatica y la acrosomal externa se fusionan en varios sitios, formando
vesiculas que se desprenden, quedando la membrana acrosomal interna, como
nueva membrana de superficie (Olivera et al., 2006). Las vesiculas liberan su

contenido a medida que el espermatozoide penetra a travées de la ZP.
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Bioquimicamente la RA se caracteriza por la activacion de las enzimas acrosomales
y la secrecion de algunas de ellas, antes de la formacion de vesiculas. El calcio
desempefia un papel fundamental en todos los mecanismos de exocitosis,
principalmente el calcio extracelular (Arenas et al., 2010). Para que se desarrolle la
RA es necesario que el espermatozoide sufra la debida capacitacién acompanada de
la hiperactividad, aumento de calcio intracelular, disminucién del contenido de
colesterol, activacion de las enzimas hidroliticas generada por el aumento de pH
intra-acrosmal, y regulacion de la exocitosis (Del Rio et al., 2007). Finalizada la
capacitacion y la RA el espermatozoide esta listo para penetrar y fusionarse con el
ovocito, proceso denominado, fecundacion.

B Mambrana

celular del

esparmatozoide Fusion entre la

| membrana celular
— Membrana del espermatozoide
acrosomica ¥ la membrana
acrosomica
J
adyacente

Figura 3. RA en el espermatozoide. A. Microfotografia de un espermatozoide
experimentando la RA. La membrana acrosomal se observa formando vesiculas. B.
Diagrama que muestra la fusion de la membrana acrosomal con la membrana celular

en la cabeza del espermatozoide (Gilbert, 2005).
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1.4 Fecundacion

La fecundacion es el proceso mediante el cual los gametos masculinos y femeninos
se unen y dan origen al cigoto, dando comienzo a la formacién de un nuevo
individuo. Es una etapa en la que hay una interaccion entre ambos gametos, con la

consiguiente fusidén y mezcla de caracteres hereditarios.

En mamiferos la fecundacioén se realiza en el tercio externo de las trompas uterinas o
region ampular; comienza cuando el espermatozoide penetra la corona radiada y la
ZP, y termina con la mezcla de los cromosomas de ambos gametos, después que el
espermatozoide ha penetrado en el ovocito (Revisado en: Valdés at al., 2010). Se

pueden describir las fases siguientes:

1. Penetracion del espermatozoide en la corona radiada

Las células de la corona radiada estan rodeadas por una matriz extracelular de
proteinas y carbohidratos, fundamentalmente acido hialurénico, estas células se
desprenden, de forma paulatina, por efectos combinados mecanico y enzimatico de
la mucosa tubarica y de los espermatozoides (Gilbert, 2005). Se considera que la
hialuronidasa y otras enzimas contenidas en el acrosoma desempefian una funcion
importante en la separacion y penetracion del espermatozoide, ademas de los
movimientos mecanicos alrededor del ovocito (Valdés et al., 2010).Se ha estudiado
una proteina llamada PH20 (Myles y Primakoff, 1997) que tiene actividad de

hialuronidasa, por la cual el espermatozoide es capaz de hidrolizar el acido
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hialurénico y atravesar la densa capa de células de la granulosa ayudado por su
movimiento hiperactivo. De los 300 a 500 millones de espermatozoides depositados
en el tracto reproductor femenino, alrededor de300 a 500 alcanzan el sitio de la
fecundacion y solo uno de ellos penetra al ovocito (Sadler, 2007; Yanagimachi,
1994). Se cree que los restantes ayudan al espermatozoide fecundante a penetrarla
corona radiada y la ZP que protegen al ovocito. Los espermatozoides capacitados,
adquieren hipermovilidad que es un cambio en el movimiento del flagelo, lo que
permite que estos pasen libremente a través de las células de la corona radiada

(Valdés et al., 2010).

2. Unidén y penetracion a la zona pelucida

La ZP es una cubierta de glicoproteinas, de estructura filamentosa, que rodea al
ovocito, asi como también facilita y mantiene la unién del espermatozoide e induce la
RA (Larsen, 2002). En mamiferos la ZP esta formada por tres glicoproteinas: ZP1,
ZP2 y ZP3, con peso molecular de 20 000, 120 000y 83 000 Daltons
respectivamente. Las ZP2 y ZP3 se unen entre si de forma alterna, formando largos
filamentos de polimeros, los cuales, a su vez, estan unidos entre si por las ZP1

(Jiménez y Merchant, 2003).

La unién del espermatozoide a la ZP es mediada por la ZP3 y por receptores de la
membrana plasmatica del espermatozoide. Estas moléculas ZP3 actuan como
receptores especificos para los espermatozoides, a su vez, moléculas expresadas en
la cabeza del espermatozoide actuan como sitios de union exclusivos para las

moléculas ZP3 de la ZP (Larsen, 2002). Una de estas moléculas es la galactosil-
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transferasa. Después que el espermatozoide se une a la ZP comienza la RA, cuyo
objetivo es la union de la membrana acrosomal con la membrana plasmatica del

ovocito (Figura 2) (Valdés et al., 2010).

Membrana

Plasmatica Zona pelucida
Citoplasma

Cabeza del espermatozoide
Figura 2. Etapas sucesivas de la fusion y la penetracion del espermatozoide (Valdés

et al., 2010).

La liberacibn de enzimas acrosomales como la acrosina, permite que el
espermatozoide penetre la ZP y se ponga en contacto con el oolema del ovocito. La
composicién de la ZP cambia cuando la cabeza del espermatozoide entra en
contacto con la superficie del ovocito (Urbina y Lerner, 2008). Este contacto causa la
liberacidn de enzimas lisosomales de los granulos corticales que se encuentran en el

citoplasma muy cerca de la membrana plasmatica del ovocito. Estas enzimas, alteran
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las propiedades de la ZP (reaccidén de zona), para prevenirla penetracion de otros

espermatozoides, e inactivarlos sitios receptores especificos (ZP3) en la superficie

de la ZP (Jiménez y Merchant, 2003), otros espermatozoides se pueden encontrar

adheridos a esta ultima, pero solo uno es capaz de penetrar al ovocito. Esta reaccion

culmina con la liberacion de numerosas enzimas, necesarias para penetrar la ZP,

contenidas en el acrosoma que incluye la acrosina y otras proteinas parecidas a la

tripsina (Valdés et al., 2010), tales como:

8.

9.

. Proteinasa acida.

. B-galactosidasa.

. Acrosina (proteinasa).
. B-glucoronidasa.

. Arilaminidasa.

. Hialuronidasa.

. Arilsulfatasa.

Neuraminidasa.

Colagenasa.

10. Fosfolipasa C.

11. Esterasa.

12. Proacrosina.
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3. Unién y fusion del espermatozoide a la membrana plasmatica (oolema)

El espermatozoide, después de atravesar la ZP y el espacio perivitelino, hace
contacto con el ovocito, uniéndose primero y fusionandose después por la regién
ecuatorial de la cabeza. Las moléculas de la membrana plasmatica del
espermatozoide se unen a las integrinas a6-B1 presentes en la membrana
plasmatica del ovocito. Si la RA no ocurre, el espermatozoide es incapaz de
fusionarse con el ovocito. Debido a que el acrosoma desaparece, durante la RA, y la
fusién de los gametos sucede entre la membrana del ovocito y la membrana que
cubre la region posterior de la cabeza del espermatozoide (Figura 4) (Revisado en:

Valdés, 2010).

Corona radiada

Membrana
acrosomica ——"
iNnterna

Zona pelucida —

Espacio _
perivitelina

Membrana plasmaéatica

F ¥ - : -
‘—\\“\\‘-‘\-!___;.-_. = _ = @‘—:;'—:};)

———

Restos de la membrana ____—
plasmatica del espermatozocide

Figura 4. Secuencia de los acontecimientos en la penetracion de cubiertas y la
membrana plasmatica del ovocito. A y B. Penetracion de la corona radiada, C y D.
Anclaje a la ZP y RA, E y F. Union a la membrana plasmatica y entrada al ovocito
(Palma, 2001).
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4. Contacto de los pronucleos y mezcla de los cromosomas. Formacion del

cigoto

En los mamiferos, los pronucleos masculino y femenino son indistinguibles
morfolégicamente, y al entrar en singamia pierden sus envolturas nucleares (Gilbert,
2005). Durante el crecimiento de estos, cada uno debe replicar su ADN, ya que solo
presentan un juego de cromosomas (haploides). De inmediato, después de la
sintesis del ADN, los cromosomas se disponen en el huso mitético, organizado por
los centriolos aportados por el espermatozoide, en preparacion para la primera
divisidon mitética del cigoto (Moore et al., 2008). Los cromosomas maternos y
paternos se dividen longitudinalmente por medio del centrdmero, y las cromatides
resultantes se desplazan a los polos opuestos, de manera que, proporcionan al
cigoto, un numero diploide de cromosomas. Al tiempo en que las cromatides
hermanas se desplazan hacia los polos opuestos, un profundo surco aparece en la
superficie de la célula y divide al citoplasma del cigoto en las dos primeras células,
(blastdmeros) que continuan su desarrollo hasta la formacion del nuevo organismo

(Valdés et al., 2010).
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5. Segregacion citoplasmatica

Inmediatamente después de la penetracion del espermatozoide, comienza una
intensa actividad dinamica de las partes que componen el citoplasma del ovocito
(ooplasma) y que recibe el nombre de segregacion citoplasmatica. Durante este

proceso se observa una reorganizacion espacial del huevo (Eynard et al., 2008).

6. Segmentacion

El periodo inicial, en el desarrollo de un individuo multicelular se denomina
segmentacion (Figura 5), el cual consiste en una rapida sucesion de divisiones
mitoticas que conducen a la formacion de un numero progresivamente mayor de
células, las cuales se tornan mas pequefias con cada division y denominadas
blastomeros. En primer lugar, el cigoto se divide en dos blastomeros, luego en 4, en
8, y asi sucesivamente durante el paso del cigoto a lo largo de la trompa de Falopio.
Las divisiones subsecuentes a las 12 células dan origen a la moérula que

posteriormente da origen al blastocisto (Gilbert, 2005).

atro c]uias
Figura 5. Desarrollo del huevo durante la segmentacion, hasta la etapa de morula
(Valdés et al., 2010).

Dos células
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7. Formacion del blastocisto

La entrada progresiva de liquido a traves de la ZP hace que la mérula se transforme
(Larsen, 2002). Las células de la masa interna son desplazadas hacia la periferia y
quedan ubicadas cerca de uno de los polos de esta estructura esférica (polo animal)
(Moore et al., 2008). Las células de la masa externa se aplanan, al tiempo que se
origina una cavidad llena de liquido, producto de la confluencia de los espacios
intercelulares (Gilbert, 2005). La nueva estructura que se forma recibe el nombre de
blastocisto (Figura 6). En el interior del blastocisto existe un cumulo de células
indiferenciadas de gran tamafo, embrioblasto (masa celular interna), las cuales se
encuentran delimitando la cavidad del blastocisto en toda su extension, excepto a
nivel donde contacta con el embrioblasto, estas células reciben el nombre de
trofoblasto (masa celular externa) el cual que provee nutrientes al embridn y se

desarrolla como parte importante de la placenta (Moore et al., 2008).

celular
externa

pelucida

Figura 6. Segmentacion y formacion del blastocisto (Valdés et al., 2010).
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8. Implantacién

El blastocisto llega al lugar de implantacién a los cinco o seis dias y medio después
de la fecundacion, esto puede variar dependiendo de la especie. El primer signo de
crecimiento embrionario es detectado entre las 10 y 15 h después que el embridon se
libera de la ZP, cuando las células del trofoblasto exhiben una abrupta actividad
proliferativa seguida por la union y expansion en el endometrio. En este momento, es
cuando normalmente debe adherirse a la superficie del endometrio por su polo
embrionario. Las células trofoblasticas situadas sobre el polo embrionario comienzan
a penetrar entre las células epiteliales de la mucosa uterina. Posteriormente, el
blastocisto se adhiere a la mucosa uterina por las integrinas (Revisado en: Valdés,

2010)

Fecundacioén In vitro

Por otra parte la fecundacion también se puede realizar fuera del organismo, en
condiciones de laboratorio, (in vitro) esta técnica es de utilidad cuando los gametos

no pueden fusionarse de manera natural.

La FIV es una técnica que permite el estudio de los procesos que conducen a la
penetracion del ovocito por un espermatozoide y la formacién de un cigoto viable.
También puede ser utilizada en la valoracion de la capacidad fecundante de los
gametos masculinos, es una herramienta que permite la obtencién de embriones a
partir de gametos de alto valor genético (Gilbert, 2005). La produccion de embriones

mediante la FIV puede ofrecer una gran ayuda a los programas de mejora y
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conservacion del patrimonio genético, al permitir la utilizacion de gametos que, de

modo natural, no pueden fecundar (Gadea et al., 1998).

1.5 Reproduccion asistida

La reproduccion asistida es el conjunto de técnicas o métodos biomédicos que
facilitan o sustituyen a los procesos naturales que se dan durante la reproduccion.
Las técnicas de reproduccion asistida en humanos, permiten que las parejas puedan
solucionar problemas de subfertilidad, cuando la concepcidén no ha sido posible por

métodos naturales (Bonilla et al., 2009).

La reproduccion asistida en humanos es el conjunto de técnicas y tratamientos
destinados a lograr un embarazo. El uso de estas tecnologias permite el desarrollo
de un individuo cuando éste no puede concebirse de manera natural principalmente
a través de la inseminacioén artificial o transferencia embrionaria. En la reproduccién
asistida existen técnicas como la FIV y muchas de las ocasiones utilizan la
criopreservacion, como herramienta para la conservacién de gametos y embriones
(Evans y Maxwell., 1987). En especies de mamiferos domésticos la reproduccion

asistida ha permitido incrementar la obtencién de animales con alto valor econémico.
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Il.- ANTECEDENTES

2.1 Criopreservacion

La criopreservacion de gametos de mamiferos se origind en 1949 mediante un
estudio en donde se demostré que los espermatozoides de humano poseen la
habilidad de recuperar su viabilidad aun después de haberse mantenido a
temperaturas extremadamente bajas (Polge et al., 1949). Hoy en dia existen diversos

meétodos de criopreservacion.

La criopreservacion permite mantener células, tejidos y d&rganos a bajas
temperaturas, generalmente entre los -80°C y -196°C, manteniendo su metabolismo
totalmente inactivo. Las reacciones bioquimicas quedan detenidas permitiendo
preservar durante largos periodos su potencial de desarrollo y su viabilidad. En la
actualidad la criopreservacion ha sido empleada para la conservacién de gametos,
de manera que la criobiologia y las técnicas de reproduccion asistida han avanzado

en los ultimos 50 afios (Watson, 2000).

La criopreservacion de espermatozoides es una forma de utilizarlos para la cria de
animales de importancia agricola y ha sido de utilidad para la preservacion de
gametos de especies en peligro de extincion y a la superacidn de algunos de los
aspectos de la subfertilidad masculina en los humanos. Sin embargo, es
generalmente aceptado que hay reduccion de la fertilidad como una consecuencia de

la criopreservacion (Watson, 2000).
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2.1.1Tipos de criopreservacion

Para el desarrollo de la criopreservacion, se han empleado diferentes
procedimientos, en relacion a los tipos celulares, cuyo objetivo ha sido conservarlos

por periodos relativamente largos. Estos procedimientos son:

Congelacion lenta: En esta técnica, las células son expuestas antes de su
enfriamiento a una solucion crioprotectora con una concentracion de 1-2 M, la cual es
considerada hiperosmoética. Las células responden al cambio osmético
deshidratandose, a la vez que incorporan lentamente el crioprotector. Para la
supervivencia celular es extremadamente importante determinar la tasa de
enfriamiento adecuada que permita una correcta deshidratacion celular
disminuyendo la formacion de cristales de hielo intracelulares, la cual esta
determinada por el tipo celular y la naturaleza de los crioprotectores utilizados (Polge
et al., 1949). Por ejemplo, se sabe que para la congelacién de embriones humanos,
la tasa de enfriamiento es de 2°C/ min hasta -7°C/min, temperatura a la que se
realiza la induccion de la formacion de hielo en la solucion donde se encuentran las
células, proceso conocido como “seeding”. Con ello aumenta la concentracion de
solutos extracelulares debido a la deshidratacion provocada por los crioprotectores,
evitando asi la formacion de hielo en su interior. Esta técnica se realiza sometiendo a
las células a bajas temperaturas de forma gradual con equipo especializado. Estas

temperaturas incluyen rangos desde -4°C, -80°C hasta -196°C (Bajo, 2009).
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Vitrificacion: Se define como la transicién de las soluciones acuosas de un estado
liquido a un estado vitreo sin la formacion de cristales de hielo debido al rapido
descenso de la temperatura. Para lograr el estado vitreo, la viscosidad de la muestra
aumenta hasta que las moléculas quedan inmoviles. Este aumento de viscosidad
requiere velocidades de enfriamiento rapidas, y por lo tanto, concentraciones de
crioprotectores elevadas (Bajo, 2009). La principal estrategia de la vitrificacion es
pasar el rango de temperatura critica (-30°C a -80°C) lo mas rapido posible para
disminuir el riesgo de dafio y llevar a la célula hasta la temperatura de -196°C de

manera inmediata (Vajta, 2000).

La principal desventaja de la vitrificacion es el efecto citotoxico que puede producir el
crioprotector utilizado, por ello el tiempo de exposicion a estos crioprotectores es de
gran importancia para esta técnica. Es posible limitar la toxicidad de los medios de
vitrificacion utilizando la combinacién de dos crioprotectores intracelulares. De este
modo se consigue aumentar su permeabilidad a las células permitiendo su

recuperacion a temperaturas inferiores y disminuyendo la toxicidad (Bajo, 2009).

2.2 Crioprotectores

Los crioprotectores son sustancias empleadas para la protecciéon contra el daho
celular que se produce durante los procesos de congelacion, vitrificacion y

desvitrificacion debido principalmente a la formacion de cristales de hielo y a una
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deshidratacion inadecuada (Marina et al., 2002). Los crioprotectores alteran las
propiedades fisicoquimicas de las soluciones, son moléculas hidrosolubles y de baja
toxicidad, que actuan disminuyendo la maxima temperatura a la que puede
producirse la mayor cristalizacion del solvente y del soluto. Ademas disminuyen la
temperatura a la que se produce la transicion del agua de un estado liquido a un
estado sdlido, interactuando con las moléculas de agua reduciendo su capacidad
para formar enlaces entre ellas. También actuan estableciendo puentes de hidrogeno
con otras moléculas biolégicas evitando que pierdan su estructura original y por lo

tanto, la viabilidad celular (Bajo, 2009).

Los crioprotectores se clasifican en funcién de la permeabilidad que poseen para
atravesar la membrana celular en dos grupos: crioprotectores permeables o

intracelulares e impermeables o extracelulares.

2.2.1 Tipos de crioprotectores

Los crioprotectores intracelulares o permeables, forman puentes de hidrégeno
con las moléculas de agua e impiden la cristalizacion de hielo. En altas
concentraciones inhiben la formacion de cristales de hielo y generan la formacion de
cristal solido que no se expande, este proceso es conocido como “vitrificacion”. Otro
efecto de los crioprotectores permeables es que protegen a la célula de los efectos

de la solucion y mantienen en dilucion a los electrolitos. Este proceso se conoce
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como la “regla de fase”, en la que la concentracion de soluto en la fase liquida es

constante para una temperatura dada (Marina et al., 2002).

Los crioprotectores intracelulares a través de sus propiedades, reducen el crio-dafo
intracelular (Gordon, 1994). Por lo tanto, la mayor cantidad de agua permanecera en
el estado liquido cuando se somete a baja temperatura, disminuyendo Ia
concentracion intracelular de solutos y proporcionando asi un menor perjuicio para
las células durante la congelacién (Watson, 1995). Se han usado varios
crioprotectores como glicerol, dimetilsulféxido (DMSO), etilenglicol y propilenglicol, y
sus combinaciones. Sin embargo, el glicerol se usa con mayor frecuencia,
adicionandose a 3765 °C, (Leboeuf et al., 2000). El glicerol se une a la molécula de
agua y baja el punto de congelacion de las soluciones, por lo que en su presencia se
forma menos hielo a cualquier temperatura (Marina et al., 2002), de esta manera, se
reduce la concentracién de solutos en el liquido residual. La influencia danina de la
concentracion de solutos depende, aparentemente, de la temperatura. Por lo tanto el
glicerol, al reducir la temperatura a la cual se llega a una determinada concentracion
de solutos, reduce estos efectos dafinos. El glicerol probablemente deshidrata las
células y forma complejos con los iones metalicos. Por ejemplo, el glicerol penetra
rapidamente al espermatozoide en suspension, siendo oxidado, y se concentra en la
parte posterior de la cabeza (Cavestany, 1994). A demas de su efecto osmatico el
glicerol parece actuar directamente sobre la membrana plasmatica, debido a que hay
evidencia de que se une a la cabeza de los fosfolipidos, reduce la fluidez de la

membrana, del mismo modo reduce la interaccidon con las proteinas y enlaces entre
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glicoproteinas de la membrana (Parks y Graham, 1992). Para ser mas efectivo, el
glicerol requiere una tasa de congelacion relativamente baja. Aunque es esencial
para el congelamiento de espermatozoides, también puede afectar adversamente la
membrana celular y eliminar su capacidad fertilizante aunque la movilidad al
descongelarlo se mantenga (Cavestany, 1994). El efecto toxico del glicerol ha sido
reportado por muchos autores, como la desnaturalizacion de proteinas, alteracién en
las interacciones de actina en el citoplasma celular debido a un aumento de la
viscosidad del intracelular, polimerizacion de la tubulina en los microtubulos: por otra
parte se ha visto actuando directamente sobre la membrana plasmatica, y el
glicocalix produciendo cambios en las proteinas de superficie celular (Alvarenga et

al., 2000).

Al estudiar el efecto de diferentes crioprotectores (glicerol, etilenglicol,
dimetilformamida y DMSO) en espermatozoides de sementales, Alvarenga et al.,
(2000) demostraron efecto similar en la adicion del etilenglicol y de glicerol, ademas
informaron que cuando se utilizan juntos, reducen la concentracion de glicerol y por
lo tanto disminuyen los dafios causados por su efecto toxico. Los mismos autores
encontraron resultados similares con el uso de dlicerol, etilenglicol glicol,
dimetilformamida y DMSO. Este ultimo es ampliamente utilizado como crioprotector,
individualmente y en asociacion con glicerol. Se ha observado que el DMSO
aumenta la movilidad en espermatozoides después de la descongelacién. Es un
solvente bipolar aprético, hidrosoluble, de bajo peso molecular; desde el

descubrimiento de sus propiedades crioprotectoras por Lovelock en 1959, el DMSO
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se ha usado como un crioprotector. Su accién crioprotectora se atribuye
principalmente a su habilidad de prevenir acumulacion excesiva de electrolitos, de
otras sustancias durante el proceso de congelamiento y la formacion de cristales de
hielo que rompen la estructura de la membrana. Su bajo peso molecular permite la
entrada rapida través de la membrana celular, modula la estabilidad y fases de la
bicapa de los fosfolipidos, también afecta los procesos de solvatacién de agua. Se
han sugerido las interacciones electrostaticas de DMSO con fosfolipidos lo cual

parece ser critico para la crioproteccion de la membrana (Avila-Portillo et al., 2006).

Crioprotectores impermeables o extracelulares. Son sustancias de alto peso
molecular, se mantienen fuera de la célula, aumentando la concentracidon extracelular
de solutos y por tanto aumentando la presion osmética extracelular en relacion con la
intracelular. Este desequilibrio osmatico, induce la salida de agua intracelular, la alta
concentracion de solutos extracelulares se diluye hasta que el agua extracelular se
congela. La célula se deshidrata, disminuye su volumen y el riesgo de formacién de

cristales de hielo intracelulares se reduce (Marina et al., 2002).

Los crioprotectores extracelulares son efectivos a velocidades altas de congelacion,
son importantes por ejercer su accion crioprotectora promoviendo la rapida
deshidratacion celular y suelen usarse asociados a los agentes penetrantes; los mas
utilizados son: sacarosa, glucosa, dextrosa y dextrano (Corti, 2006). Estos
compuestos generalmente son polimeros que forman puentes de hidrogeno con el

agua, reduciendo su actividad. Algunas sustancias, como lipidos, proteinas y otras
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macromoléculas, son eficaces en la proteccion de la célula espermatica durante el
proceso de congelacion, sin la necesidad de que penetren (Gordon, 1994). Estas
sustancias se pueden encontrar en la yema de huevo, leche, en algunos azucares y
albumina sérica bovina. La yema huevo contiene lecitina (fosfatidilcolina), que
protege a la membrana mediante la restauracién de fosfolipidos celulares perdidos
por los espermatozoides durante el choque térmico (Watson, 1995). Las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) se adhieren a la membrana celular durante el
proceso de criopreservacion, preservando la membrana de los espermatozoides
(Moussa et al., 2002). Los fosfolipidos que componen la fraccion LDL de la yema de
huevo protegen a los espermatozoides durante la refrigeracion (5°C) (Gordon, 1994).
Por lo tanto, el uso de fosfatidilserina purificada ha demostrado proteger al
espermatozoide contra el choque térmico (Wilhelm et al., 1996). Los liposomas que
comprenden fosfatidilserina y colesterol protegen al espermatozoide contra los dafios
causados por la congelacion, posiblemente mediante la prevencidn de los cambios
deletéreos. La prevenciéon de dafo por choque térmico conferida por los lipidos
parece estar relacionada a la quelacion del ion de Ca*™ del medio. (Wilhelm et al.

1996).

Los azucares actuan por la presiéon osmatica al deshidratar a la célula, reduciendo el
agua que puede estar congelada en la célula a fin de reducir las lesiones causadas
por la cristalizacion del hielo (Aisen et al., 2002). Ademas de actuar como
crioprotectores, los azucares actuan como un sustrato de energia para los

espermatozoides (Yildiz et al., 2000), lo que confiere proteccion a la membrana
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plasmatica durante la congelacion y descongelacion a través de la interaccion directa
con la membrana, la cual implica enlaces de hidrogeno de los grupos hidroxilo de los
azucares con grupos fosfato situados en la cabeza de los fosfolipidos, Asi los
azucares pueden prevenir el dafio causado por la deshidratacion. Generalmente los
disacaridos (sacarosa y trehalosa) son mas eficaces en la estabilizacién de la bicapa
de la membrana que los monosacaridos (De Leeuw et al., 1993), manteniendo al
mismo tiempo su capacidad de transportar calcio, inhibiendo la fusion de la
membrana y manteniendo los lipidos en una fase de fluido ante la ausencia de agua

(Anchordoguy et al., 1987; Crowe et al., 1987).

2.2.2 Mecanismo de accion de los crioprotectores

Crioprotectores Intracelulares: El EG tiene un peso molecular de 62.07 Da. Es de
penetracion rapida, reduce el cambio de volumen y el tiempo de exposicion para
completar el equilibrio osmético. En alta concentraciéon (mas de 35%) o exposicidon
prolongada (mas de 1 minuto) produce dafio excesivo en la membrana (Hotamisligil

et al., 1996).

El DMSO tiene peso molecular de 78.13 Da, tiene la caracteristica de aceptar
protones, impide el daino causado por cristales de hielo en la congelacion, por
concentracion de electrolitos, deshidratacion, cambios de pH y desnaturalizacién de

proteinas (Sigma, 2006-2007).

39



Los crioprotectores extracelulares como el polivinil alcohol (PVP) tiene un peso
molecular de 40,000 Da, es un coloide que tiene la propiedad de retener gran
cantidad de agua y aumenta la viscosidad en el medio de vitrificacion (Freshney,

1987).

La yema de huevo contiene el fosfolipido fosfatidilcolina, que tiene una temperatura
de transicién de -7°C cuando esta totalmente hidratada, caracteristica que impide la
formacion de cristales de hielo durante el proceso de criopreservacion de células

(Corti, 2006).

La trehalosa es un disacarido natural formado por la union de dos moléculas de
glucosa, tiene un peso molecular de 378.33 Da y presenta caracteristicas mas
favorables que otros azucares para la estabilizacion de las proteinas y de la doble
capa de fosfolipidos en las membranas biolégicas (Corti, 2006). Tiene una accion
protectora relacionada con el efecto osmoético y participa en interacciones especificas
con los fosfolipidos de la membrana (Abe et al., 2005), estabiliza la bicapa de lipidos

de la membrana y ejerce una funcién protectora contra el frio (Conejo, 2003).

La sacarosa es un disacarido formado por la unidon de glucosa y fructosa y tiene un
peso molecular de 342.3 Da, se une a la superficie del material que se va a
deshidratar, aumenta la viscosidad y lleva la temperatura de transicion a
temperaturas inferiores a las que se conserva el sistema con la formacion de hielo.
Durante la deshidratacion el azucar reemplaza al agua que hidrata las cabezas
polares de los fosfolipidos, lo que reduce la temperatura de transicion y permite la

vitrificacion (Corti, 2006).
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2.3 Congelacion

La congelacion de espermatozoides presenta varios problemas, incluyendo el shock
de frio, el dafo por la fraccion de cristales de hielo, y los cambios intracelulares

provocados por la deshidratacion.

Cuando una suspensién de espermatozoides es enfriada por debajo de 0°C, el
primer paso es la formacién de cristales de hielo extracelular; la concentracién de

solutos en el agua extracelular aumenta (Bajo, 2009).

Debido al aumento de concentraciones de solutos extracelulares, el agua pasa de la
célula al espacio extracelular. A medida que el agua sale la célula se deshidrata. Si el
agua no puede abandonar la célula lo suficientemente rapido, se forman cristales de
hielo intracelulares que danan al espermatozoide, mientras que los cristales
extracelulares no causan dafo irreversible. Si el proceso de enfriado es muy lento, la
concentracion de solutos intracelulares, deshidrataciéon, precipitacién de solutos vy

cambio de pH, pueden ocasionar dafios (Cavestany, 1994).

El agua pura se congela y forma cristales a 0°C, mientras que el agua que contiene
iones y otras sustancias en solucion lo hace a temperaturas mas bajas, dependiendo
de la concentracion de tales sustancias. Conforme el agua de una solucion se
congela, los cristales de agua pura que se forman van dejando mayores
concentraciones de solutos que se encuentran en la solucién. Este hecho aumenta la

presion osmotica, lo que puede determinar la lesion de las células.
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Actualmente los espermatozoides pueden conservarse en nitrogeno liquido, a
temperatura tan de -196°C y conservar su capacidad fertilizante relativamente alta
después de descongelados. Sin embargo muchos de los espermatozoides mueren o
se inmovilizan por la congelacion-descongelacidon. De aqui que, para lograr buenos
porcentajes de fertilidad, se utilice una mayor concentracion de espermatozoides
que para las técnicas de inseminacion con espermatozoides frescos. La capacidad
de los espermatozoides congelados depende principalmente del cuidado ejercido en
la dilucién antes de la congelacion, y después de esta, la fertilidad depende del

cuidado y método de descongelacion (Cavestany, 1994).

2.4 Sensibilidad de las células a la congelacion

La membrana del espermatozoide sufre una amplia variedad de dafios durante el
proceso de congelacién. La causa principal de estos cambios es debida a
alteraciones térmicas, mecanicas y quimicas, asociados a la accién previa de los
crioprotectores, cambios volumétricos, en parte dependientes del balance Na® /K*
ligado al aporte de ATP intracelular, por lo que podria estar implicito un fracaso
metabdlico, y en parte dependiente de variaciones osmaticas, desestabilizacién de
proteinas ligadas al citoesqueleto y la formacion de cristales de hielo (Galina y

Valencia, 2009; Hafez, 2004).
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Los danos en las membrana plasmatica se debe a la pérdida de fluidez de sus
componentes lipidicos, la transicion de lipidos fluidos a sdlidos se produce a una
temperatura de entre 10°C y16°C alterando de esta manera las funciones de la
membrana y dandole un alto grado de fragilidad; durante la deshidratacion celular
que tiene lugar en el proceso de congelacion se puede presentar una pérdida de
lipidos lo cual afectaria la integridad de la membrana plasmatica por pérdida de su
capacidad de expansion durante la rehidratacion al volver a condiciones isotonicas
(Avila et al., 2006). Cuando los espermatozoides son congelados y descongelados se
ven sometidos a varios ciclos de deshidratacion e hidratacion lo que produce
cambios significativos de volumen. El primer cambio de volumen ocurre cuando la
célula es colocada en un diluyente, el cual contiene sustancias crioprotectoras, y
posteriormente, cuando el espermatozoide se exponga a la solucion que es
congelada (Kuwayama et al., 2005). Mas tarde ocurren otros cambios de volumen
cuando la solucién es descongelada. Estos cambios estan asociados a cambios en la
concentracion de iones y electrolitos en las soluciones intra y extra celular. La forma
en que ocurren estas modificaciones determinan la mayor o menor capacidad de la
célula para sobrevivir (Stornelli et al., 2005; Galina y Valencia, 2009). Otro factor que
afecta la viabilidad espermatica en la congelacion es el shock térmico, dado por el
enfriamiento rapido de los espermatozoides entre 30 y 0 °C, el cual induce un estrés
letal y un aumento de la permeabilidad de la membrana en algunas células viéndose
afectada la regulacién del calcio debido a que algunos canales del calcio se abren

provocando el aumento de este al interior de la célula. El shock térmico por frio es
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considerado como el estado extremo de un estrés continuo influenciado por la

velocidad con que este fenomeno se inicia (Stornelli et al., 2005).

2.5 Tipos de recipientes usados para la congelacion

Los recipientes utilizados en la congelacion son: pajillas de 0.5 mL y de 0.25 mL
(Gordon, 1994), pajilla abierta alargada, de punta fina (OPS) de 1-1.5 uL (Rojas et
al., 2004) y de punta extrafina (SOPS) de 0.5-1.0 pyL (Cérdova et al., 1999), criotubos
de 1-5 mL (Isachenko et al., 2005), en donde el volumen de medio que usan cada

uno de ellos es importante en el proceso de congelacion.

El tipo de recipiente utilizado en el proceso de congelacion, asi como los tiempos en
que se realiza el proceso de equilibrio son importantes para obtener un resultado
favorable (Kuwayama et al., 2005). Los espermatozoides congelados en paijillas de
0,25ml o 0,5ml se han convertido en la unidad universalmente aceptada de

almacenamiento (Baracaldo et al., 2007)

2.6 Descongelacion

En la utilizacion de espermatozoides criopreservados, la fase de descongelamiento

es tan importante para su sobrevivencia como el proceso de congelacidn. Los
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espermatozoides que sobreviven a temperaturas de -196°C son sometidos a la
descongelacion y atraviesan nuevamente la zona critica de -15°C a -60°C (Mazon,
2011). La descongelacion es un punto muy critico pudiendo lesionarse las células si
el proceso no se lleva a cabo de una forma apropiada, aparte de los dafos
criogénicos causados por la congelacidon. Los espermatozoides se deben
descongelar a una temperatura no menor a 37°C en un bafio de agua por un lapso
de 45 a 50 segundos (Evans y Maxwell, 1990; lllera, 1994). La descongelacion de los
espermatozoides a 37°C es la mas adecuada en condiciones practicas por excluir el

riesgo de sobrecalentamiento (Mazon, 2011).

2.7 Estudios de congelacion de espermatozoides en animales domésticos

La conservacion del semen es una de las biotecnologias que solucionan algunos
problemas reproductivos (principalmente de apareamiento). Asimismo, permiten
conservar y manejar la calidad genética de razas de importancia econdémica.
Ademas, la adecuada preservacion del semen conlleva la posibilidad de transportar
el material genético a grandes distancias lo que resulta de mayor utilidad (Sanchez et

al., 2006).

Por otra parte el descubrimiento del glicerol como crioprotector y el hecho de que
fueran espermatozoides las primeras células en ser satisfactoriamente congeladas-

descongeladas (Polge et al., 1949) resulté determinante en el desarrollo de la
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criopreservacion. La criopreservacion de espermatozoides y su capacidad
fecundante posterior a la congelacion, ha sido descrita como exitosa en varias
especies de animales domésticos (Holt, 2000). No obstante en estos antecedentes,
se debe considerar que los espermatozoides experimentan daio durante el proceso
de congelacién y descongelacion (Parks y Graham, 1992). Se ha descrito que semen
con alto porcentaje de espermatozoides moviles, viables y morfolégicamente
normales, al ser sometido a técnicas de criopreservacion experimenta una reduccién
de la movilidad espermatica, fendmeno que se asocia con modificaciones en el
metabolismo celular y dafios en la membrana espermatica (Hammerstedt et al.,

1990).

2.7.1 Congelacion de espermatozoides porcinos y ovinos

En estudios realizados por Medrano y Holt (1998), en cuanto a la variacion entre
individuos en la susceptibilidad del semen porcino al congelamiento-
descongelamiento, indican que parece ser mas importante que la tasa de
enfriamiento en la criosupervivencia espermatica. Ademas se observd, por medio de
microscopia, con tinciones fluorescentes, que la membrana plasmatica del
espermatozoide se mantiene intacta durante la congelacion pero al descongelarse se

manifiesta la ruptura de esta estructura. Diferencias en la composicion quimica de la
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membrana espermatica podrian explicar la variabilidad individual al congelar-

descongelar.

El eyaculado completo del ganado porcino, inmediatamente después de ser extraido
hace extremadamente sensibles a los espermatozoides. Sin embargo, la fraccion
rica en espermatozoides es mas resistente que el eyaculado completo y puede
tolerar al enfriamiento lento debido a su concentracion de componentes como
proteinas y enzimas antioxidantes presentes en esta fraccién (Coérdova et al., 1997;

1999; 2000).

Echegaray (2003), afirma que para congelar semen de verraco es absolutamente
necesario realizar una seleccion de los animales que se van a utilizar, ademas de
tener buena calidad seminal (movilidad superior al 80%, viabilidad y acrosomas

normales superiores al 80%).

En el caso de los ovinos se ha probado una gran cantidad de diluyentes para la
congelacion del semen en pastillas (Salamon y Maxwell, 1995), y sin embargo no
existe un consenso acerca de cual es el que proporciona mejores resultados al
descongelar, pero los diluyentes preparados a partir de Tris-yema de huevo y el de
Lactosa-yema de huevo son los que mas se han experimentado. Algunos autores
han encontrado que cuando se utiliza el diluyente a base de Tris-glucosa-yema de
huevo, se obtienen buenos resultados al descongelar (Salamon y Viser, 1972) y
buena fertilidad en la inseminacion (Viser y Salamon, 1974). Sin embargo, el
diluyente Lactosa-yema de huevo, ampliamente utilizado para congelar el semen de

ovino (Colas y Brice, 1970), contiene lactosa que es altamente efectiva para proteger
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a los espermatozoides, al reducir la temperatura de cristalizacion durante la

congelacion, se logran mejores resultados al descongelar (Mathur y Mathur, 1989).

En la especie ovina, los resultados de fertilidad mediante inseminacion artificial con
semen congelado son especialmente bajos debido a los severos dafos que afectan a
los componentes de la membrana espermatica, reduciendo drasticamente la
capacidad fecundante. Esta pérdida de poder fecundante de los espermatozoides
ovinos congelados podria deberse a la capacitacion prematura inducida por el

choque térmico por frio (Sandoval et al., 2007).

lll.- JUSTIFICACION

e La criopreservacidon de espermatozoides puede ser utilizada para su
conservacion y para aumentar la variabilidad genética de especies de

mamiferos domésticos.

o Este método puede ser usado para llevar a cabo ensayos de FIV ya que es
necesario contar con la disponibilidad de muestras espermaticas en el

momento que se requiera, con una buena capacidad fertilizante.

e AuUn no se obtienen resultados con alta eficiencia en viabilidad y capacidad

fertilizante de espermatozoides post-descongelacion.
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IV.- HIPOTESIS

La sensibilidad de los espermatozoides a bajas temperaturas varia entre especies de
mamiferos, siendo los espermatozoides porcinos los mas suceptibles debido a la
gran cantidad de acidos grasos poliinsaturados presentes en su membrana
plasmatica y su funcionalidad se altera durante el proceso de congelacién, por lo
tanto si se utilizan muestras de alta calidad, reduciendo asi la probabilidad de dafo
durante el procedimiento, y si se lleva a cabo una técnica de congelacion y
descongelacion adecuada, los parametros de Vviabilidad, movilidad e integridad
acrosomal no se veran alterados. Sin embargo la capacidad de recuperacion post-
congelaciéon sera inferior en los espermatozoides porcinos a diferencia de los

espermatozoides de ovino.

V.- OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la congelacion sobre la funcionalidad de los

espermatozoides porcinos y ovinos.
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VI. OBJETIVOS PARTICULARES

X/

« Determinar si la congelacion altera funciones de los espermatozoides
descongelados en su:

e Viabilidad

* Movilidad progresiva

* Integridad acrosomal

+« Determinar si existen diferencias entre especies.

VII.- DISENO EXPERIMENTAL

Obtencion y transporte de

la muestra
Movilidad Progresiva Viabilidad
Control Congelacion
Descongelacion
Viabilidad Movilidad Progresiva Integridaddel acrosoma
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VIIl. METODOS

8.1 Obtencion y transporte de la muestra

La muestra de semen se obtuvo de sementales porcinos y ovinos con una historia
reproductiva conocida, y edad media de 2.5 afios, provenientes de diferentes granjas
en ambas especies. Para porcinos se obtuvieron de las granjas de Texcoco Edo.
México, Tlahuac D.F y Puebla México. Para ovinos de las granjas de la Universidad
de Chapingo, Edo. México y de la granja de la Universidad Autbnoma Metropolitana,

Unidad Xochimilco.

El eyaculado de la especie porcina se obtuvo por el método de mano enguantada,
retirando la porcidn gelatinosa por filtracidon, a través de una gasa. Para ovinos, con
vagina artificial. Antes de agregar el diluyente, se determiné volumen y movilidad,
con la finalidad de asegurar la calidad de la muestra. La muestra de semen se diluyd
en una proporcion 1:1 en un diluyente comercial (Megapor—Duragen. Espafia) para el
caso de la especie porcina. Para el caso de ovinos se utilizé un diluyente preparado
en el laboratorio (Triladyl®, agua bidestilada y yema de huevo); la muestra es
transportada al laboratorio a 16°C en menos de 1h después de la colecta (Conejo-

Nava et al., 2003).
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8.2 Seleccion espermatica

8.2.1 Movilidad.

Para evaluar la movilidad en ambas muestras se depositaron 10 uL de la suspensién
espermatica sobre un portaobjetos, se cubrieron con un cubreobjetos de 18x18 mm y
se procedio a evaluar la movilidad progresiva dandole un porcentaje subjetivo de 0 a

100% (Berrios y Sanchez, 2011).

8.2.2 Viabilidad

En un portaobjetos se colocaron 10 uL de la suspension espermatica, mezclandola
con 10 uL de una solucion de eosina-nigrosina al 5%. Se colocé un cubreobjetos de
18x18mm y se observd al microscopio 6ptico Zeiss. Se contaron al menos 100

espermatozoides. Considerando vivos aquellos que no se tifieron.

Si los parametros de viabilidad y movilidad eran mayores al 80% se procedi6 a la

realizacion de las técnicas de criopreservacion (Berrios y Sanchez, 2011).
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8.3 Congelacién

8.3.1 Preparacion del diluyente

Para preparar el diluyente se colocaron 3mL de Triladyl® (200 mM Tris, 70.8 mM
acido citrico, 55.5 mM de glucosa y glicerol a una concentracién final del 5%), 9 mL
de agua bidestilada y 3 mL de yema de huevo, el cual fue previamente lavado y
desinfectado, el diluyente se colocd en el recipiente con la muestra a 16°C para el

proceso de equilibrio (Fontecha, 2006).

8.3.2 Procesamiento del semen

Tanto la muestra de semen de ovino como porcino se centrifugaron a 600g por 5 min
para eliminar el plasma seminal (Salamon y Maxwell, 1979). Se agregaron 2 mL del
diluyente equilibrado por cada mL del paquete celular, se realizaron las pruebas de
viabilidad, movilidad progresiva, anormalidades morfoldégicas y concentracion de
espermatozoides, para obtener el numero de pajillas a congelar por medio de la

siguiente formula:
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Numero de pajillas= (Vol) (M.P) (Viab) (Norm) (Conc)

Numero de espermatozoides

Donde:

Vol= Cantidad del paquete celular

M.P= Movilidad progresiva de la muestra

Viab= % de viabilidad de la muestra

Norm= % de espermatozoides sin anormalidades morfolégicas

Conc= Concentracion de la muestra

La suspensién de los espermatozoides en el diluyente se colocé en un recipiente
con agua a 16°C en un cuarto frio a temperatura de 5°C durante 3 h para disminuir
la temperatura gradualmente y equilibrar la muestra. Posteriormente se rellenaron las
pajillas con las muestras a 5°C y fueron selladas con una mezcla de agua y PVA
para evitar la salida de la muestra, enseguida las pajillas fueron sometidas a vapores
de nitrégeno liquido, durante 15 min, finalmente se sumergieron en nitrégeno liquido

hasta su uso (Petters y Wells, 1993).
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8.4 Descongelacion

Las paijillas de 0.5 mL con los espermatozoides se descongelaron a 37 °C en bafio
de agua durante 45 seg, posteriormente se realizé un lavado con 3 mL de medio
amortiguado y modificado Tris (mTBM) que contenia 13.1 mM NaCl, 3 mM KCI, 7.5
mM CaCl2 « 2H,0, 20 mM Tris, 11 mM de glucosa y 5 mM piruvato de sodio,
suplementado con 0.4% de BSA fraccion V y 2.5 mM de cafeina (Petters y Wells,

1993).

8.5 Evaluacion de la funcionalidad espermatica.

En el grupo experimental (muestras congeladas) y en el grupo control (muestras sin

congelar) se evaluaron los parametros de viabilidad, movilidad, RA.

Parametros de movilidad y viabilidad previamente descritos.

8.5.1 Integridad del acrosoma.

Para evaluar la RA, se utilizé la lectina aglutinina Arachis hypogaea, conjugada con

isotiocianato de fluoresceina (FITC- PNA) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO). Para
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evaluar la viabilidad se utiliza ioduro de (IP) (Sigma). A 100 pL de la suspension, con
aprox. 2x10° espermatozoides, se adicionaron 5 pL de FITC-PNA y 5 uL de IP. Se
incubaron durante 5 minutos a 37°C. En un portaobjetos se colocaron 5 pL de la
solucion con los espermatozoides, se fijaron con 5 pyL de glutaraldehido al 1% y se

evaluaron 100 células a 40x en el microscopio de epiflorescencia Carl Zeiss.

8.6 Analisis Estadistico

Los resultados, entre la congelacion de espermatozoides porcinos y ovinos en
viabilidad, movilidad y RA, se analizaron mediante ANOVA de dos vias para
comparar el efecto entre los tratamientos y cada una de sus variables. Cuando
ANOVA mostré un efecto significativo, los tratamientos se compararon mediante la
prueba de Kruscal-Wallis. Las diferencias se consideraron significativas cuando
P<0.05, con respecto al grupo control (Wayne, 2008). Se realizaron al menos tres

ensayos por muestra.
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IX.- RESULTADOS

EFECTO DE LOS PARAMETROS INDEPENDIENTES EN LA VIABILIDAD,

MOVILIDAD E INTEGRIDAD ACROSOMAL

Para validar los resultados y determinar si otros parametros independientes como:
diferentes granjas de donde se obtuvieron las muestras, tiempo de eyaculado
(tiempo desde la eyaculacion hasta su llegada al laboratorio para ser procesado) y
raza, afectaban directamente a los parametros evaluados, se realizé un analisis de
la viabilidad, movilidad e integridad acrosomal, contra estos parametros
independientes. No se observé ninguna diferencia significativa (p>0.05) con ningun

parametro, en ambas especies.

NOTA: El tiempo de eyaculado unicamente se analizé en la especie porcina, ya que

los espermatozoides de ovino fueron eyaculados y procesados el mismo dia.

Los resultados obtenidos del control fresco para la especie porcina fueron los
siguientes: la viabilidad, movilidad e integridad acrosomal fueron superiores al 60%
en los tres parametros. Por otra parte el porcentaje de la viabilidad, movilidad e
integridad acrosomal inmediatamente después de la descongelacion fue menor

respecto al control fresco (Tabla 1), observandose una diferencia significativa en la
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viabilidad (g.I= 1, 8; F=62.34; p<0.05), movilidad (g.I= 1, 8; F=90.13; p<0.05),e

integridad acrosomal (g.I= 1, 8; F=23.23; p<0.05) con respecto al grupo control.

TABLA 1. VIABILIDAD, MOVILIDAD E

INTEGRIDAD ACROSOMAL EN

ESPERMATOZOIDES PORCINOS FRESCOS Y DESCONGELADOS.

Tratamiento

Viabilidad (%)

Movilidad (%)

Integridad

acrosomal (%)

Control fresco

80°

79°

68°

27°

38°

Descongelacion 31°

La evaluacion de la viabilidad, movilidad e integridad acrosomal fueron realizadas
con una N= 5 ensayos en muestras diferentes. Literales diferentes en la misma

columna son estadisticamente significativos; P<0.05.

Los resultados obtenidos en el control fresco en ovinos fueron los siguientes: la
viabilidad, movilidad e integridad acrosomal fueron superiores al 55% en los tres
parametros; de la misma manera fueron evaluados inmediatamente después de la
descongelacion en donde el promedio de la viabilidad, movilidad e integridad
acrosomal fue inferior respecto a los espermatozoides en fresco (Tabla 2),

observandose una diferencia significativa en la viabilidad (g.I= 1, 8; F=42.92; P<0.05),
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movilidad (g.I= 1, 8; F=30.42; P<0.05) e integridad acrosomal (g.I= 1, 8; F=11.14;

P<0.05), con respecto al grupo control.

TABLA 2. VIABILIDAD, MOVILIDAD E

INTEGRIDAD ACROSOMAL EN

ESPERMATOZOIDES OVINOS FRESCOS Y DESCONGELADOS

Tratamiento

Viabilidad (%)

Movilidad (%)

Integridad

acrosomal (%)

Control fresco

87°

89 °

56°

Descongelaciéon

54°

52°

36°

La evaluacion de la viabilidad, movilidad e integridad acrosomal fueron realizadas
con una N= 5 ensayos en muestras diferentes. Literales en la misma columna son

estadisticamente significativas; P<0.05.

En el andlisis realizado para determinar si existian diferencias entre especies se
obtuvo lo siguiente: En el grupo control, se encontré que el promedio de viabilidad,
en ambas especies fue similar (Tabla 3), (g.I= 1,8; F= 3.99; P>0.05). Por otra parte el
promedio de la viabilidad inmediatamente después descongelacién fue superior en
ovinos, respecto a porcinos (Tabla 3), observandose diferencias significativas entre

especies (g.I= 1,8; F= 9.51; P<0.05).
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TABLA 3. VIABILIDAD EN ESPERMATOZOIDES OVINOS Y PORCINOS ANTES Y

DESPUES DE LA CONGELACION.

Viabilidad (%)

Tratamiento

Control fresco

Descongelaciéon

Porcinos

80°

31°

Ovinos

87°

54°

La evaluacién de la viabilidad fue realizada con una N= 5 ensayos en muestras

diferentes en ambas especies. Literales diferentes en la misma columna son

estadisticamente significativos; P<0.05.

La movilidad de los espermatozoides entre las dos especies antes de proceder a la

congelacion (control fresco) fue superior en los ovinos, respecto a los porcinos (Tabla

4), con una diferencia significativa entre grupos (g.I= 1,8; F= 10.53; p<0.05).

Inmediatamente después de la descongelacién el promedio de la movilidad

nuevamente fue superior en ovinos, respecto a los porcinos (Tabla 4), observandose

una diferencia significativa entre grupos (g.1=1,8; F= 9.54; p<0.05).
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TABLA 4. MOVILIDAD EN ESPERMATOZOIDES PORCINOS Y OVINOS ANTES Y

DESPUES DE LA CONGELACION

Movilidad (%)

Tratamiento Control fresco Descongelaciéon
Porcinos 79° 27°
Ovinos 89° 52°

La evaluacidén de la movilidad fue realizada con una N= 5 ensayos en muestras
diferentes en ambas especies. Literales diferentes en la misma columna son

estadisticamente significativos; P<0.05.

De la misma manera se realizé la comparacion entre especies en el parametro de
integridad acrosomal justo antes de proceder a la congelacién (control fresco). El
promedio en porcinos fue ligeramente superior a los espermatozoides con acrosoma
integro en ovinos (Tabla 5). Por otra parte, inmediatamente después de la
descongelacion, el promedio de la integridad acrosomal en espermatozoides
porcinos fue similar a la de los espermatozoides de ovino (Tabla 5), donde no se
observaron diferencias significativas en frescos (g.I= 1,8;F= 3.23; P>0.05) y

congelados (g.I= 1,8; F= 0.26; P>0.05) entre especies.
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TABLA 5. INTEGRIDAD ACROSOMAL EN ESPERMATOZOIDES PORCINOS Y

OVINOS

Integridad acrosomal (%)
Tratamiento Control fresco Descongelaciéon
Porcinos 68° 38°
Ovinos 56" 36°

La evaluacion de la integridad acrosomal fue realizada con una N= 5 ensayos en
muestras diferentes en ambas especies. Literales diferentes en la misma columna

son estadisticamente significativos P<0.05.

X.- DISCUSION

La congelaciéon es un método que se emplea para la criopreservacion de tejidos y
células tanto somaticas como germinales. La importancia de congelar gametos,
principalmente espermatozoides es su uso en las técnicas de reproduccion asistida
humana y de otros animales. Esta metodologia requiere del uso de crioprotectores
afiadidos a los medios de congelacién y una tasa de enfriamiento programada en la
cual la temperatura disminuye gradualmente para reducir el estrés térmico y evitar el
dafio celular (Gualtieri et al., 2014). Debido a sus caracteristicas quimicas, los

crioprotectores son sustancias altamente téxicas por lo cual es importante utilizarlos
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a bajas concentraciones, junto con un adecuado manejo de la temperatura para

garantizar la supervivencia espermatica.

Recientemente diversos estudios se han realizado para mejorar los procedimientos
de congelacion con el objetivo de incrementar las tasas de movilidad y viabilidad con
la finalidad de obtener espermatozoides que sean capaces de fecundar al ovocito in
vitro (Elkhawagah et al., 2015; Funahashi, 2015). Sin embargo pocos estudios han
evaluado después de la congelacion otro tipo de parametros que son fundamentales
para que ocurra el proceso de fecundacion como es la capacitacion y la RA, ya que
si estos procesos ocurren durante el proceso de congelacidn, el espermatozoide
tendra una menor capacidad de fecundar. En la actualidad se sabe que la
congelacion genera un incremento de EROs, debido al consumo de oxigeno de los
mismos espermatozoides durante el almacenamiento, el cual se encuentra bajo
condiciones aerobicas. Las EROs atacan libremente acidos grasos poliinsaturados
de la membrana de los espermatozoides de mamiferos, causando peroxidacion
lipidica, con posterior fracaso de la fecundacién (Agarwal et al., 2003); de igual
manera se sabe que durante los procesos de capacitacion y RA se requiere de un
aumento de EROs para que se lleven a cabo, por lo cual, la congelacion y
descongelacion pueden generar que estos procesos se realicen de manera
prematura, ademas de causar dafios en estructuras como el acrosoma, llevando a

una reduccion de la fecundacion e incluso a la muerte del espermatozoide.

Otros de los principales dafos que se producen por EROs que se conocen en la

actualidad son: disminucion de la movilidad de los espermatozoides, aumento de
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disrupcion de la membrana, deterioro del ADN vy la funcion mitocondrial (Chatterjee y
Gagnon 2001). Ademas del dafio causado por EROs los espermatozoides son
extremadamente susceptibles a las tensiones mecanicas que intervienen en el
proceso de la crioconservacion, como los producidos por el manejo de la pipeta,
(Mazur et al., 1998) la dilucion, y centrifugacion (Schreuders et al., 1996). Estos son
de los principales dafios que se generan durante la congelacién, ademas de los
causados por los cristales de hielo que se generan durante el proceso, que puede
lesionar estructuras en el espermatozoide, por lo cual es de gran importancia
establecer una tasa de enfriamiento y descongelacion 6ptima para reducir la
formacion de estos cristales, ademas de un buen manejo de la muestra antes y
después de la congelacién para reducir EROs que puedan provocar una capacitacion
y RA espontaneas. Por tal motivo en este trabajo se evalud el estado del acrosoma
posterior a la congelacion para determinar el dafio que sufre esta estructura durante
el proceso, lo cual podria indicar de manera indirecta la capacidad del
espermatozoide para poder fecundar al ovocito, ya que esta estructura libera
enzimas que son necesarias para la penetracion de la ZP. Por otra parte se
evaluaron la viabilidad y movilidad posterior al proceso de congelacion, estos
parametros son de suma importancia debido a que pueden existir espermatozoides
viables, sin embargo que no tienen la capacidad de la movilidad y como se sabe esta
es necesaria para que pueda penetrar las capas que envuelven al ovocito, por lo
tanto es otro parametro esencial para evaluar la capacidad fertilizante del

espermatozoide.
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EFECTO DE LOS PARAMETROS INDEPENDIENTES EN LA VIABILIDAD,

MOVILIDAD E INTEGRIDAD ACROSOMAL

Antes de evaluar los parametros de movilidad, viabilidad e integridad acrosomal, se
evaluaron diferentes variables como las granjas donde se obtuvieron las muestras,
tiempo de eyaculado y raza las cuales no se podian controlar, y podrian afectar
directamente los resultados. Esta validacidon se realizé esta validacion, debido a que
entre las granjas se pueden producir eyaculados de diferente calidad del eyaculado,
esto puede deberse principalmente al manejo de los animales, la alimentacion vy
periodo de abstinencia. De la misma manera se ha observado que entre razas existe
variabilidad en la calidad espermatica, incluso de individuo a individuo (Hofmo y
Grevle, 1999), pero debido a la disponibilidad de la muestra en las diferentes granjas
y sementales se adaptaron los estudios a estas condiciones. Aun asi se observo que
estas condiciones no afectaron directamente las variables evaluadas en ninguna de
las dos especies. Por lo tanto se prosigui6 a realizar las evaluaciones

correspondientes.

VIABILIDAD DE ESPERMATOZOIDES PORCINOS

La viabilidad en el grupo control fue del 80%, y después de la congelacién fue del

31%. Los resultados indican que la congelacion disminuye la viabilidad de los
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espermatozoides porcinos. En un trabajo desarrollado por Flores et al., (2009) se
reportan tasas de viabilidad utilizando como diluyente yema de huevo mas lactosa,
de 48.8%. Otro estudio reportado por Gutiérrez et al., (2009) en el que se utilizan
diferentes diluyentes suplementados con glicerol, la tasa mas alta de viabilidad
obtenida fue de 42.25% en el diluyente que contenia yema de huevo, trehalosa y
glicerol. Lo anterior indica que las tasas de viabilidad en la misma especie reportadas
en la literatura se encuentran inferiores al 50% siendo similares a los resultados
obtenidos. En este trabajo, los resultados son similares a los reportados previamente
con el uso de diversos crioprotectores, sin embargo el glicerol es un crioprotector
utilizado por otros autores en comun con este trabajo. Esto sugiere que el manejo de
la muestra, la temperatura optima de enfriamiento, y la descongelacion fueron
adecuadas en este trabajo sin embargo la disminucion de la viabilidad pudo deberse
principalmente al dafio causado por EROs, por cristales de hielo que puedan
comprometer la integridad de la membrana plasmatica y otras estructuras presentes
en el espermatozoide, transporte de la muestra, dilucion y centrifugacion de la

misma.

MOVILIDAD DE ESPERMATOZOIDES PORCINOS

Con respecto a los resultados de movilidad en espermatozoides porcinos, en el

grupo control se obtuvo 79%. Este porcentaje coincide con los resultados de otros
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estudios cuyos datos varian entre 85% (Silva et al., 2015), 82% (Rukmali et al.,
2015) y 80.93% (Barranco et al.,, 2013). En cuanto a la movilidad de los
espermatozoides después de la congelacion, el porcentaje disminuyé a un 27%.
Estos resultados son similares a los reportados por Silva et al., (2015) que van desde
un 19.44 a un 38.88% utilizando diferentes tipos de crioprotectores. Otro estudio
reporta una tasa de movilidad en espermatozoides porcinos después de la
congelacion de 18.5%, (Flores et al., 2009). En este trabajo a pesar de la
disminucion de la movilidad después de la congelacion, respecto al grupo control, los

resultados obtenidos son superiores a lo reportado.

La disminuciéon de la movilidad de espermatozoides porcinos después de la
congelacion puede deberse principalmente al aumento en la captacion de calcio
durante el choque frio (Roberton y Watson 1986), ya que este ion participa en la
regulacion de varias funciones espermaticas. En este sentido, altas concentraciones
intracelulares de calcio, disminuyen la movilidad y el metabolismo celular, ademas de
causar una prematura capacitacion e inducir a una RA espontanea, efectos que

pueden disminuir si se establece una tasa de enfriamiento 6ptima.

INTEGRIDAD ACROSOMAL EN ESPERMATOZOIDES PORCINOS

Para evaluar la integridad acrosomal, se cuantificaron aquellos espermatozoides con

un acrosoma integro. Los resultados de integridad acrosomal en el grupo control en
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porcinos fueron de 68%. Estos porcentajes son ligeramente inferiores a los
reportados por Silva et al., (2015) de 78%, esta disminucion en el grupo control pudo
deberse principalmente al manejo de la muestra, en el momento de la eyaculacion, a
alguna afeccion en el semental como enfermedades, alimentacion, frecuencia de la
obtencién de los eyaculados, incluso hasta en la eliminacion del plasma celular y al
intercambio por el diluyente comercial, ya que el plasma seminal existen diversas
proteinas y factores descapacitantes que protegen al espermatozoide y lo hacen
menos susceptibles a cambios externos (Arenas et al; 2010). Estos factores
provocan cambios bioquimicos vy fisiolégicos negativos durante el almacenamiento
del espermatozoide que puede generar la produccién de EROs inducida por la
degradacion de alto contenido de acidos grasos poliinsaturados en las membranas
de los espermatozoides (Hong et al., 2010; Lamirande et al., 1997; Maxwell y
Salamon, 1993; Vishwanath y Shannon, 2000). Las EROs pueden atacar una
variedad de macromoléculas biolégicas tales como proteinas y lipidos, causando
dafo oxidativo (Kelly et al., 1998), afectar la integridad acrosomal y producir la
fragmentacion del ADN (Gosalvez et al., 2007). Las EROs comprenden una serie de
compuestos quimicos altamente reactivos, que tienen un electron desapareado lo
que los hace muy inestables. Entre ellos se destacan el anion superoxido (O2.-),
radical perdxido (ROO), anién hidroxilo (OH-) y una especie no radical, el peroxido de
hidrégeno (H202) entre otros. El incremento de EROs ha sido asociado a una
disminucién de la funcion espermatica, especialmente a la pérdida de la fluidez de

membrana, induccion de la RA, la cual disminuye la capacidad de fusion al ovocito,
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asimismo, el incremento de la fragmentacién del ADN que conlleva a fallas en el

desarrollo embrionario (Agarwal et al., 2003).

Por otro lado los factores antes mencionados pudieron afectar a estructuras
importantes en el espermatozoide, como el acrosoma, o inducir la RA espontanea,
por lo cual se observd una disminucion en la integridad del acrosoma en el grupo
control respecto a lo reportado en la literatura. En cuanto al resultado obtenido de
integridad acrosomal en espermatozoides después de la congelacion fue de 38%, lo
cual coincide con lo reportado por Silva et al., (2015) en la misma especie con un
porcentaje de 37.27%. A pesar de que la integridad acrosomal disminuyo respecto al
grupo control, los resultados obtenidos en este trabajo, respecto a este parametro, tal
vez serian suficientes para llevar a cabo la FIV, segun lo reportado por Gadea et al.,
(1998), el 10% de espermatozoides con viabilidad, viabilidad, membrana integra y

acrosoma integro son suficientes para obtener resultados satisfactorios en la FIV.

VIABILIDAD DE ESPERMATOZOIDES OVINOS

En este trabajo los resultados de la viabilidad obtenidos en los espermatozoides
frescos (grupo control) fue del 87% lo cual coincide con lo reportado por Allai et al.,
(2015) con 90% de viabilidad. Lo cual muestra una buena calidad espermatica. En
cuanto al porcentaje de la viabilidad después de la congelacion de los

espermatozoides fue de 54%, el cual disminuyd respecto al grupo control, esta
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disminucién pudo deberse a la generacion de EROs que resultan del proceso de
criopreservacion (Aitken, 1995) y a la reduccion en la actividad de las enzimas
antioxidantes en el semen, después de un ciclo de congelacion (Bucak et al., 2008;
Marti et al., 2008), lo cual puede contribuir al dafio bioquimico y funcional en los
espermatozoides criopreservados. Por lo tanto, los componentes los diluyentes
utilizados para congelar espermatozoides son muy importantes para proteger al
espermatozoide contra criolesion. A pesar de esta disminucion en la viabilidad, estos
resultados son superiores a los reportados por Marciane et al., (2010) con 30% de

viabilidad, en los que se utilizaron antioxidantes para la congelacion.

MOVILIDAD DE ESPERMATOZOIDES OVINOS

En los resultados obtenidos en la movilidad de espermatozoides se obtuvo 89%, lo
cual es similar con lo reportado por Murawski et al., (2015) con una tasa de 87.1% en
muestras recién obtenidas. En cuanto al porcentaje obtenido en este trabajo de la
movilidad de los espermatozoides después de la congelacion fue de 52%.Estos
resultados fueron superiores a los reportados por Murawski et al., (2015) con 30.8%.
Lo anterior sugiere que el manejo de la muestra, la velocidad de enfriamiento, el
procedimiento de congelacion y la descongelacidon fueron adecuadas, sin embargo
esta disminucién en la viabilidad puede deberse principalmente al efecto de EROs

causado directamente sobre las mitocondrias, las cuales son estructuras presentes
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en la pieza media del espermatozoide, encargadas de la produccion de ATP
(Madeiros et al., 2002), el cual se consume en gran medida para la movilidad del
espermatozoide, por tal motivo al ser afectadas estas estructuras, la movilidad

espermatica disminuye.

INTEGRIDAD ACROSOMAL EN ESPERMATOZOIDES OVINOS

En la integridad acrosomal, en espermatozoides frescos se obtuvo 56 % el cual es
similar (60.9%) a lo reportado en otro estudio en la misma especie (Del Valle et al.,
2013). En cuanto a la integridad acrosomal en los espermatozoides después de la
congelacion fue de 36%, donde se observa una diferencia significativa con el grupo
control; a pesar de la disminucidon en el porcentaje de la integridad acrosomal
después de la congelacién, los resultados obtenidos por Del Valle et al., (2013) con
27% son inferiores a los obtenidos en este trabajo, lo cual indicaria que el
procedimiento realizado para esta especie en este trabajo fue el adecuado. Esta
disminucioén podria afectar al porcentaje de FIV ya que a diferencia de la especie
porcina en donde las células de la granulosa son removidas para facilitar la
penetracion del espermatozoide, en ovinos no se remueven estas células, por lo cual
si el acrosoma esta danado puede afectar aun mas la penetracion del ovocito en
esta especie, debido a que el acrosoma es una estructura que facilita la penetracion

de las capas del ovocito. Sin embargo el porcentaje obtenido es este trabajo en la
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integridad acrosomal es podria ser suficiente para llevar a cabo la FIV, para ello se

requieren mas estudios para realizar pruebas de FIV.

DIFERENCIAS EN LA CONGELACION ENTRE ESPERMATOZOIDES OVINOS Y

PORCINOS

En cuanto a los resultados de viabilidad en los espermatozoide frescos de porcinos y
ovinos, no se observaron diferencias significativas entre las dos especies sin
embargo, el porcentaje obtenido en la viabilidad después de la congelacion se obtuvo
un mayor porcentaje en los espermatozoides de ovino en donde se observaron
diferencias significativas entre las especies, por lo cual se puede observar que el

espermatozoide de los ovinos son mas resistentes al proceso de congelacion.

En la movilidad espermatica entre las dos especies se observé un mayor porcentaje
en el ovino, esto puede deberse principalmente a la variacion que existia entre el
tiempo de eyaculado entre las dos especies, debido a que en los porcinos, la
disponibilidad de muestra era dificil de obtener, por lo cual se procesaron muestras
hasta dos dias después de eyaculado, mientras que las muestras de ovino eran
obtenidas y procesadas el mismo dia, por lo tanto esto pudo afectar directamente el
porcentaje obtenido en los porcinos. Otro factor que pudo alterar directamente los
resultados obtenidos en este trabajo es que la muestra porcina era obtenida en

granjas comerciales por lo cual la muestra era diluida con diluyentes comerciales, y
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transportada al laboratorio en el mismo diluyente, por o que tenia que realizarse un
lavado por centrifugacion, para eliminar el diluyente y agregar el que seria utilizado
para el proceso de congelacion, a diferencia de la muestra de ovino, la cual era
obtenida y diluida con el diluyente que seria utilizado para la congelacion; por lo tanto
esta centrifugacion puede generar dafios a estructuras como la membrana
plasmatica y flagelo del espermatozoide, el cual confiere la capacidad de movimiento
ademas de que esta centrifugacion puede estar generando EROs que afecten
directamente la pieza media y mitocondrias del espermatozoide, reduciendo asi el

porcentaje de movilidad en esta especie.

En cuanto a los resultados obtenidos en la integridad acrosomal de espermatozoides
de ovino y porcino en el grupo control se pudieron observar diferencias significativas
entre especies, presentando los porcinos el mayor porcentaje de integridad
acrosomal, en comparacién con los ovinos, lo cual puede deberse principalmente a la
variacion que existia entre los sementales de esta especie, siendo unos porcentajes
mas altos y otros mas bajos en los diferentes ensayos realizados en esta especie,
incluso se pudieron observar diferencias en sementales de la misma raza y entre
muestras del mismo semental. Esta diferencia en la variacion de esta especie puede
deberse principalmente al manejo de las muestras y del semental, la estacionalidad y
la secrecidn de melatonina, ya que ésta desempefia un papel central en de ajuste
ritmos circadianos y los cambios estacionales a través de su aumento nocturno en la
sangre (fotoperiodo) (Malpaux et al., 1996). Este fotoperiodo marca cambios en los

ciclos reproductivos, por medio de sefales temporales al sistema reproductivo, que
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son controladas por el ritmo diario de la produccion de la melatonina (Malpaux et al.,
1996). Esta estacionalidad es menos marcada en machos que en hembras, sin
embargo sus efectos pueden alterar perfiles hormonales, el comportamiento sexual,
capacidad antioxidante vy la calidad del semen (Avdi et al., 2004). Por otra parte
también se evaluaron las diferencias entre especies en el parametro de integridad
acrosomal en espermatozoides después de la congelacion en donde se observaron
diferencias significativas entre especies, siendo la porcina la que mantiene un mayor

porcentaje de integridad acrosomal, en comparacién con la ovina.

Por lo tanto es importante resaltar que en los parametros de viabilidad y movilidad
evaluados en este trabajo, los espermatozoides de ovino fueron los mas resistentes
respecto a los porcinos después de la congelacion. En cuanto a la integridad
acrosomal, la especie porcina fue superior a la ovina, posterior a la congelacion, sin
embargo esto puede deberse principalmente a los bajos porcentajes de integridad
acrosomal en el grupo control en esta especie, en comparacion con la porcina;
también es importante mencionar que el porcentaje de dafio al acrosoma después de
la congelacion en la especie ovina fue menor en comparacion con la porcina,
respecto a sus grupos controles, por lo que la especie porcina sufri6 mas dafo
durante el proceso de congelacién. Por lo tanto puede decirse que la especie ovina
es mas resistente al proceso de congelacién, esto puede deberse principalmente a la
gran cantidad de acidos grasos poliinsaturados que posee la membrana plasmatica
del espermatozoide porcino (Parks y Lynch, 1992), lo cual los hace menos tolerantes

al dafo por frio, principalmente debido a la generacion de EROs durante el proceso
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de congelacion, los cuales atacan directamente a estos acidos grasos
poliinsaturados, generando una reaccion en cadena y a su vez un dafio por

lipoperoxidacion.

Xl.- CONCLUSIONES

% El manejo de la muestra antes de la congelacion fue satisfactorio, lo cual
permitié6 obtener porcentajes de viabilidad y movilidad e integridad acrosomal
de buena calidad, lo cual permitid que la muestra fuera adecuada para la
congelacion de espermatozoides.

% El procedimiento empleado de congelacién en este trabajo fue el adecuado, el
cual permiti6 obtener un porcentaje de espermatozoides funcionales para
poder ser utilizados en procedimientos de FIV.

« La tasa de enfriamiento, el equilibrio de la muestra, la concentracion del
crioprotector y la tasa de descongelacion fueron adecuados para obtener
resultados satisfactorios en los tres parametros evaluados.

% El proceso de congelacion disminuye la funcionalidad de los espermatozoides.

« Existen diferencias significativas entre especies, siendo la especie ovina la
mas resistente al proceso de congelaciéon en cuanto a la viabilidad y movilidad,

mientras que la integridad acrosomal se mantuvo similar.

75



¢ Es necesario realizar futuros estudios para estandarizar un procedimiento de
congelacion en base a las caracteristicas especificas presentes en el

espermatozoide de cada especie.
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ANEXOS

Tincién Eosina- Nigrosina

Dado que los espermatozoides inmdviles pueden estar vivos, solo una coloracién

supravital de eosina nigrosina puede establecer esa diferencia.

Coloracion supravital

Los espermatozoides muertos o en proceso de muerte, poseen sus membranas
permeables a los colorantes. Por tal razén se emplea esta propiedad para la

determinacion de los espermatozoides vivos.

Coloracion con eosina/nigrosina:

Preparacion de la solucion colorante

Solucion de eosina al 2%

* 0.2geosina

* 0.3 g citrato de sodio
dihidratado

* 10mL agua destilada
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Metodologia de coloracion

* Los frotis deben mantenerse en un lugar seco. La humedad deteriora las
pruebas.

* Los colorantes deben mantenerse durante su uso a = 30°C (platina térmica o
estufa) para evitar el shock térmico y de esta forma datos falsos.

* Luego de extraido el semen y después de observar la motilidad en masa, se
toma una gota, y se la coloca sobre portaobjetos. Se agrega una gota del
colorante de eosina-nigrosina y se homogeniza la mezcla con un
cubreobjetos.

* Luego de 1 minuto se realiza el frotis.

+ Se observa, al cabo de 2 min, sin cubreobjetos con aumento 40x

Recuento de células vivas y muertas

+ Con microscopio 6ptico, recorrer el frotis y contar 200 células distribuidas en el
preparado.

+ Estimar el porcentaje de vivos (0 muertos), a partir de las 200 células
contadas.

* Los espermatozoides vivos en el momento de la coloracion no se tefiran. Los

muertos se observaran de color rosado.

Tincion con FITC- PNA

Recientemente se ha incorporado la utilizacion de lectinas asociadas a fluoresceinas

como marcadores de acrosoma y de modificaciones plasmaticas de los
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espermatozoides. Las lectinas son glicoproteinas que se unen especificamente a
terminales azucares ubicados en las estructuras celulares y, por lo mismo, se han
utilizado como marcadores especificos de glicoconjugados localizados, tanto en el

acrosoma intacto como en la matriz acrosomal.

Alicuotas de 100 pL de la muestra espermatica se complementaron con 5 uL de
fluoresceina aglutinina de cacahuete marcado con isotiocianato de (FITC-PNA; 200 g
/ mL)y 5 uL de IP (200 g / mL) y se mantuvieron a 38 ° C durante 5 minutos y
finalmente se fijaron con 10 pl de paraformaldehido (1% vol / vol en solucién salina).
Los espermatozoides fueron examinados bajo un microscopio de epifluorescencia y
se divide en 4 categorias segun su patron de tincion IP/FITC-PNA, como sigue: a)
espermatozoides vivos con acrosoma intactos, espermatozoides con FITC-PNA vy
sin tincion IP; b) espermatozoides vivos con acrosoma reaccionado,
espermatozoides sin tincién FITC-PNA y IP; c) los espermatozoides muertos con
acrosoma intacto, espermatozoides con tincién nuclear IP; y d) los espermatozoides
muertos con acrosoma reaccionado, espermatozoides con tincion nuclear IP y sin

tincién FITC-PNA (Figura 7).

Figura 7. Fotografia de espermatozoides de ovino con tincién FICT-PNA/IP
observados en microscopio de epiflorescencia a 40x. A. Espermatozoide con
acrosoma intacto. B. Espermatozoide reaccionado. C. Espermatozoide vivo. D.
Espermatozoide muerto. A y B. tincion FITC-PNA; C y D. tincion IP.
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AT ACTA DE EXAMEN DE GRADO

Casa shiarta al fiemzo
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