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[ Ulises, rey de Itaca, en griego era llamado "Odiseo" por eso el

poema de Homero que cuenta el viaje de Ulises, desde Troya hasta Itaca, se

llama "Odisea".

La guerra de Troya duré diez afios y terminé gracias a que a Ulises se le
ocurrié la idea de engafiar a los troyanos haciéndoles creer que los griegos
se marchaban, dejdndoles de regalo un enorme caballo de madera (el famoso

caballo de Troya) que estaba hueco por dentro.

Cuando terminé la guerra todos los reyes y guerreros griegos volvieron a sus
casas. Ulises salié de Troya con sus hombres, en doce barcos, todos tenian
muchas ganas de volver a su tierra. Ulises estaba deseando volver a ver a su
esposa Penélope y a su hijo Telémaco, al que no veia desde que era muy
pequeiito.

Pero los dioses habian preparado a Ulises un largo y accidentado

viaje, desde Troya hasta Itaca, que duraria diez afios mds.........




Itaca

" Si vas a emprender el viaje hacia [taca,
pide que tu camino sea largo,
rico en experiencias, en conocimiento.
A Lestrigones y a Ciclopes,
al airado Poseid6n nunca temas,
no hallaras tales seres en tu ruta
si alto es tu pensamiento y limpia
la emocion de tu espiritu y tu cuerpo.
A Lestrigones ni a Ciclopes,
ni a fiero Poseid6n hallaras nunca,
s1 no los llevas dentro de tu alma,
si no es tu alma quien ante ti los pone.

Pide que tu camino sea largo.

Que numerosas sean las mafanas de verano
en que con placer, felizmente
arribes a bahias nunca vistas;

detente en los emporios de Fenicia
y adquiere hermosas mercancias,
madreperla y coral, y Aambar y ébano,
perfumes deliciosos y diversos,
cuanto puedas invierte en voluptuosos y delicados perfumes;
visita muchas ciudades de Egipto
y con avidez aprende de sus sabios.

Ten siempre a [taca en la memoria.
Llegar alli es tu meta.
Mas no apresures el viaje.
Mejor que se extienda largos afos;
y en tu vejez arribes a la isla
con cuanto hayas ganado en el camino,
sin esperar que Itaca te enriquezca.
[taca te regalo un hermoso viaje.
Sin ella el camino no hubieras emprendido.
Mas ninguna otra cosa puede darte.

Aunque pobre la encuentres, no te engafnara Itaca.
Rico en saber y en vida, como has vuelto,
comprendes ya qué significan las Itacas. "

Constantin Cavafis



Asi como Ulises, durante el regreso a Itaca, encontré saber y
experiencias, agregandose a lo que soy, diez afios pasaron para
poder llegar....
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SONETO

Si para recobrar lo recobrado
debi perder primero lo perdido,
si para conseguir lo conseguido

tuve que soportar lo soportado,

si para estar ahora enamorado
fue menester haber estado herido,
tengo por bien sufrido lo sufrido,

tengo por bien llorado lo llorado.

Porque después de todo he comprobado
que no se goza bien de lo gozado

sino después de haberlo padecido.
Porque después de todo he comprendido

que lo que el arbol tiene de florido

vive de lo que tiene sepultado.

Francisco Luis Bernardez
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue probar que el enfriado lento a temperaturas de alrededor de
0°C, antes que la formacion del hielo ocurra, puede mejorar la criosupervivencia de los
espermatozoides y reducir la ocurrencia del fenémeno de capacitacion prematura. Para esto,
se evaluaron tres diferentes tratamientos de enfriado pre-congelacion de semen de carnero,
sobre la motilidad, integndad de la membrana plasmatica, integridad del acrosoma, y el estado
de capacitacion de los espermatozoides al descongelado. Se utilizaron 20 eyaculados
provenientes de 4 carneros (5 de cada macho) recolectados por el método de la vagina
artificial; las muestras de semen se diluyeron en un diluyente convencional a base de Tris-
yema de huevo con un porcentaje final de glicerol de 4%. Los tratamientos fueron los
siguientes:

Tratamiento 1. Enfiado pre-congelacion a +5°C (grupo testigo)

Tratamiento 2. Enfriado pre-congelacion a +2°C

Tratamiento 3. Enfriado pre-congelacién a -2°C.

En cada muestra de semen se evalué el volumen, la motilidad progresiva, el porcentaje de
espermatozoides con membrana plasmatica intacta, el porcentaje de morfoanomalias, y la
concentracion espermatica. Posteriormente, el semen fue diluido, almacenado en pajillas de 0.5
mi identificadas previamente para cada tratamiento y conteniendo 200X10° espermatozoides
matiles; enseguida, se sometieron al enfriado precongelacién colocando las pajillas de cada
tratamiento en un recipiente plastico con agua salina dentro de un refrigerador. Cuando las
pajillas alcanzaron la temperatura blanco de cada tratamiento se retiraron del refrigerador y
fueron expuestas a vapores de nitrogeno por 15 minutos, después se sometieron a la
congelacién en nitrégeno liquido. Las pajillas se almacenaron congeladas 15 dias, entonces se
procedié al descongelado. Las variables a evaluar fueron: motilidad progresiva en solucion
salina fisiologica (0.9%), motilidad progresiva en BTS (solucion descongeladora de Beistsville);
para evaluar los espermatozoides con membrana plasmatica intacta se utilizé la tincion de
Eosina-Nigrosina, la integridad acrosomal se evalué por medio de microscopia de contraste de
fase y la evaluacién del estado de capacitacion de los espermatozoides se realizé por medio de
la prueba de la Clortetraciclina (CTC) y microscopia de fluorescencia.

El porcentaje de espermatozoides métiles del tratamiento enfriado a -2°C (43.8%) fue
significativamente diferente (p<0.001) al de los otros dos tratamientos: +5°C (40.1%) y +2°C
(39.8). Esta misma tendencia se observo en el porcentaje de espermatozoides con membrana
plasmatica intacta. El tratamiento enfriado a -2°C (78.3%) fue diferente (p<0.004) a los otros
dos: +5°C (75.6%) y +2°C (76.2%). En cuanto al porcentaje de espermatozoides con acrosoma
normal, se observo que el tratamiento enfriado a —2°C tuvo una mejor respuesta (79.9%) que
los tratamientos de enfriado a +5°C (77.9%) y +2°C (76.2), y esta diferencia fue significativa
(p<0.01). En cuanto al porcentaje de espermatozoides con capacitacion prematura (patrones B
y AR), el tratamiento enfriado a -2°C mostr6 la menor proporcion de éstos (79.8%) vy fue
diferente (p<0.007) al obtenido del tratamiento enfriado a +2°C (89.3%), pero no al porcentaje
obtenido del tratamiento enfriado a +5°C (83.8%).

En relacién a los machos utilizados en este trabajo, se observo una variabilidad entre ellos en
la susceptibilidad de su semen al proceso de congelado y descongelado, y esta susceptibilidad
determiné la respuesta de cada individuo a los diferentes tratamientos.



INTRODUCCION

En la década de los 90 la produccién ovina en todo el mundo atravesé por un
periodo de bajas en el mercado, el precio de la lana disminuy6 de manera
considerable; debido a ello, las existencias de ovinos disminuyeron
significativamente en los principales paises exportadores: Argentina —58%,
Australia —40%, Sudafrica —45%, Nueva Zelanda -18% y Uruguay -30%
(Cardellino, 2002).

Esta disminucion de la oferta de productos derivados del ovino provocd una
importante recuperacion de los precios de lana en el periodo del 2002 al 2003.
Esta recuperacion en délares en el mercado australiano oscilé entre 40 y 100%

para la lanay para la carne el 15% (Cardellino 2002).

En las dltimas décadas la oferta exportable de carne y lana a escala global se
concentré en Australia y Nueva Zelanda. Esto se debe a que la mayoria de los
paises redujeron sus existencias por debajo de sus demandas locales y, por otra
parte, se presentd un proceso de “especializaciéon”, o que trajo consigo que solo
permanecieran como mercados fuertes los paises que decidieron organizarse
(Cardellino, 2002).

Es necesario tener en cuenta que tanto la lana como la carne ovina son productos
tradicionales y que deben competir en el mercado con otras fibras naturales y
sintéticas o con otras carnes y fuentes de proteinas; esto ultimo, principalmente,
en los paises en desarrollo, donde la lana adn no tiene mucha calidad e

importancia econdémica. (Cardellino, 2002).

Segun algunos datos, el inventario mundial maximo de ovinos vivos, es de 1,058
millones, de los cuales 385 millones estan en los paises desarrollados y 673
millones en paises en desarrollo, mientras que la produccién de carne de ovino a
nivel mundial fue de 11.3 millones de toneladas en el 2000 (FAQ, 2001).



La especie ovina en México al igual que en otros paises en desarrollo, desempena
un papel importante como proveedora de alimentos, se trata, en la mayoria de los
casos, de una especie productiva basica, tradicional y de subsistencia en
diferentes zonas de la Republica Mexicana, caracterizadas éstas ultimas en su
mayoria por ser zonas con un nivel de pobreza significativo, por lo que la
ganaderia ovina ocupa uno de los Ultimos lugares dentro de los animales

domésticos explotados en México (Arbiza y De Lucas, 1992).

La mayoria de los estados del pais poseen ovinos, pero algunos en cantidades
poco significativas, como es el caso de los estados del Pacifico y la peninsula de
Yucatan. Las concentraciones mas importantes de ovinos del pais se agrupan en
los estados de la meseta central (Arbiza y De Lucas, 1992; SAGARPA, 2000).

El inventario registrado por las instituciones oficiales en México arrojé las
siguientes cifras en los Ultimos 5 afios del censo de ovinos a nivel nacional: 6.2
millones en el afno de 1997, 4.5 millones de cabezas para el afio de 1998,y de un
aproximado de 6 millones de cabezas en el afio 2000 segun el Centro de
Estadistica Agropecuario de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca
(SAGARPA, 2000).

Es importante, mencionar algunos de los factores que han influido en la situacion
actual de la produccién ovina: i) la incipiente organizacion de los productores, ii) el
bajo nivel tecnolégico de la mayoria de Ias explotaciones, iii) la escasa asistencia
técnica especializada y capacitada, iv) los altos niveles de intermediarismo, v) la
competencia con fibras sintéticas y vi) la baja calidad genética del ganado (De
Lucas, 1999).

Aunado a lo anterior, el aspecto reproductivo también afecta la rentabilidad de esta
especie, destacando la baja fertilidad anual de los rebafios que generalmente es
menor al 50%. Como opciones generales para la modificacion del panorama

productivo en el ganado ovino, desde el punto de vista reproductivo, se propone



por un lado aumentar la cantidad de crias que nacen por parto, y por el otro,
acortar el intervalo entre partos, para incrementar la cantidad de corderos

producidos en el rebano (Trejo et al. 1986).

En la actualidad, en los estados de Hidalgo, Puebla, Estado de México, Tlaxcala, y
Morelos principalmente, se ha dado un importante apoyo a ovinocultores para
impulsar su actividad e incrementar en namero su ganado, ello, acompanado de
créditos blandos y apoyo para la venta de carne y productos derivados, dado que
la zona es de gran potencial tanto para cria como para la comercializacién. Por lo
anterior, se ha dado énfasis a la asistencia técnica de dichos proyectos, en donde
las practicas de reproduccion asistida cobran especial interés, debido a que
permiten acortar los intervalos entre partos e introducir mejores elementos que

conduzcan a una mayor eficiencia en la reproduccion.

Una de las técnicas que se pretende utilizar cada vez con mayor frecuencia a
través de la asistencia técnica especializada en las unidades de produccion ovina,
es la Inseminacion Artificial (l.A.), técnica ampliamente utilizada en ganado
vacuno, ya sea con semen fresco o con semen congelado, considerando las

ventajas y desventajas de cada uno.

En este sentido, se sabe que la crioconservacion del semen es importante en el
sector pecuario, y se ha reconocido como un importante factor que contribuye a
preservar algunas especies en extincion, asi como ha sido de gran ayuda en

casos de infertilidad en los humanos (Watson, 2000).

Sin embargo, la fertiidad se reduce claramente con el proceso de
crioconservacion y se toma como una consecuencia aceptable de la técnica; como
una generalizacion, que el 40 a 50% de los espermatozoides congelados no
sobreviva (Watson, 2000).



Son muchos los problemas que enfrentan los espermatozoides cuando son
sometidos al proceso de congelacion y descongelacion; el espermatozoide es una
célula altamente especializada y no esta preparada para sobrevivir en un ambiente
desfavorable, pues ha perdido su capacidad de sintesis para reparar su

membrana plasmatica (Amann, 1989).

Una forma de compensar la baja fertilidad obtenida con semen congelado, es
mediante el uso de la técnica de inseminacion intrauterina por medio de
laparoscopia. De esta manera, es superada la barrera del cervix, ya que el semen
se deposita directamente en los cuernos uterinos, y las tasas de concepciéon son
comparables a las obtenidas con la monta natural u otras formas de inseminacion
con semen fresco. La fertilidad obtenida con esta técnica va del 50 al 80 %
(Evans, 1988; Evans y Maxwell, 1987).

Aunque esta técnica es de uso rutinario en algunos paises como Australia y Nueva
Zelanda; y que técnicamente puede ser posible su empleo en México, aun no

resulta una opcién viable, sobre todo por su costo elevado.

La baja fertilidad obtenida al utilizar la crioconservacion del semen se acepta como
una consecuencia de la crioconservacion comparada con la fertilidad al utilizar
semen fresco (Watson, 2000). Uno de los problemas que ocasiona esta baja
fertiidad, es que los espermatozoides que han sufrido el proceso de
crioconservacién se encuentran en un estado de capacitacion prematura, y en

consecuencia su vida fértil se acorta (Green y Watson, 2001).

Por esto, es necesario realizar estudios enfocados a mejorar la criosupervivencia
del semen congelado tratando de evitar en lo posible el estrés del enfriado, que
involucra cambios en la fase de transicion de los lipidos de la membrana
plasmatica y en consecuencia rigidez de la membrana y pérdida de sus

propiedades de barrera semipermeable ( Watson, 1981).



REVISION DE LITERATURA

|.- Antecedentes

La investigacion sobre la |.A. en ovejas se inici6 en el siglo XX por Ivanov (1807-
1912), quien desarrollé estudios sobre medios de dilucién y reproduccion asistida,
asi como la aplicacion de la IA en animales de granja (Salomén y Maxwell, 2000).

Después de la primera guerra mundial se hicieron estudios intensivos sobre
semen fresco y diluido a gran escala en programas de cruzamiento en ovejas. La
necesidad de fertilizar un gran nimero de ovejas requeria transportar el semen
desde puntos o centros de coleccion a los sitios de inseminacion o a granjas
distantes (Salomén y Maxwell, 2000).

En México, la I.A. en ovejas es poco utilizada en comparacion a otras especies
como los bovinos y porcinos; esto, puede deberse al desconocimiento de la
técnica. Sin embargo, su empleo ofrece importantes ventajas en relacion al
empadre natural, como son la aceleracién del mejoramiento genético del rebafio,
los machos genéticamente superiores pueden utilizarse ampliamente en cuanto al
numero de servicios posibles en un area geografica mayor, mejoramiento del
control reproductivo y sanitario, y ademas permite un mejor establecimiento de
medidas de manejo (Cuadra ef al., 1990; Bustamante et al., 1990).

La inseminaciéon con semen fresco, via pericervical, es la mas usada debido al
menor costo econdmico y regulares resultados en las tasas de concepcion
obtenidas . Pese a lo anterior, la utilizacion de semen fresco presenta ciertos
inconvenientes, principalmente el corto tiempo de Vviabilidad de los
espermatozoides, por ello su empleo se limita a lugares cercanos al sitio de
recoleccion (Bustamante ef al.,1990).

La conservacion del semen no solo a corto, sino a largo plazo es fundamental para
el optimo aprovechamiento del potencial reproductivo de los sementales

6



seleccionados. Para romper con las limitantes de la crioconservacion del semen a
corto plazo, se ha recurrido a la congelacion del semen, teniendo como ventajas
mantener a los espermatozoides en condiciones viables durante varios afos.

(Evans, 1988).

Los primeros reportes del uso de semen congelado en ovejas fueron los de
Bernstein y Petropaviovsky en 1937. Usando una solucién de glicerol, se ha
observado que la fertilidad del semen congelado puede ser la misma en una pajilla
almacenada de 1 afo hasta 27 afios (Salomaén y Maxwell, 2000).

El semen, después de recolectado, se puede congelar y almacenar durante la
estacion reproductiva, cuando éste se produce con mayor concentracion y calidad
y, puede ser aplicado en cualquier época del afio y area geografica (Pérez, 1984,
Bustamante et al., 1990).

Oftras ventajas de la congelacion del semen son el optimo aprovechamiento del
potencial reproductivo de los machos genéticamente superiores, el aumento
sustancial del nimero de crias por macho, la facilidad en el transporte del
germoplasma, el incremento en las posibilidades de mejoramiento tecnolégico
como la introduccién de nuevos genotipos y la mas rapida multiplicacién de razas
nuevas (Jheltobruch, 1979; Miller, 1980; Evans, 1988).

Sin embargo, la conservacion del semen ovino ha tenido dificultades porque
presenta bajos porcentajes de supervivencia después de congelado, que se refleja
en los indices bajos de fertilidad. En la mayoria de los casos la fertilidad obtenida
va de un 25% a un 45%, auque en condiciones experimentales se ha logrado
pasar el 55% (Gutiérrez et al., 1990; Evans y Maxwell, 1987).

La baja fertilidad obtenida con el empleo de semen congelado, después de la
inseminacion cervical, esta relacionada a una reducida viabilidad de los
espermatozoides descongelados, por lo cual no logra establecerse una poblacion



suficiente de ellos en el cervix, ademas existen fallas en el transporte espermatico
a través del cervix y utero, hacia el oviducto (tuba uterina). Al final, muy pocos
espermatozoides viables y sin dafnos alcanzan el sitio de fertilizacién, y como
resultado, la fertilidad del rebarfio disminuye ( Evans y Maxwell, 1987).

Hace pocos afios, se desarroll6 la técnica de inseminacién intrauterina por medio
de laparoscopia; de esta manera, la barrera del cervix es superada, ya que el
semen se deposita directamente en los cuernos uterinos, y las tasas de
concepcion son comparables a las obtenidas con la monta natural u otras formas
de inseminacion con semen fresco (Evans y Maxwell, 1987).

Como se menciond anteriormente, su empleo en México es muy limitado sobre
todo por el costo econémico que representa para la mayoria de los criadores y
porque se requiere de personal técnico especializado en su manejo.

El mejoramiento genético requiere un balance entre la seleccion y la eficiencia
reproductiva, una opcién es la utilizacion de los métodos de conservacion de
gametos, para mejorar y potencializar sus efectos positivos. El desarrollo de éstos
métodos se ha enfocado en la actualidad a reducir el metabolismo del
espermatozoide y a prolongar su vida fértil, asi como a estudiar el semen en
estado liquido usando diferentes temperaturas u otros factores que deprimen el
metabolismo del espermatozoide, asi como el estado de congelacion en el que se
involucra la preservacion a temperaturas bajo cero (Salomén y Maxwell, 2000).



Il.- Crioconservacion

Etimolégicamente, crioconservacion es la forma prefija de la voz griega kryds, que
significa frio glacial y el latin conservatio que habla de mantener y cuidar algo en
cierto estado. En criobiclogia, la crioconservacién es la técnica de conservacion de
las células en nitrégeno liquido (-196°C) manteniéndolas vivas, deteniendo su
crecimiento pero conservando la viabilidad y la estabilidad genética y fisiologica. El
proceso debe ser reversible y debe mantener la integridad celular con el dafio
minimo con temperaturas por debajo del punto de congelacion.

Es una técnica reciente y con buenas perspectivas, pues permite almacenar, por
periodos indefinidos, células de cualquier especie que tolere y sobreviva al
congelamiento (Benson, 1999).

Hace mas de cinco décadas, Polge ef al. (1949) descubrieron accidentalmente las
propiedades crioprotectoras del glicerol sobre los espermatozoides. Desde
entonces, se inicié la congelacién de semen de algunos animales domésticos de
forma rutinaria. La especie bovina fue la que recibié la mayor atenciéon de los
investigadores y el mayor beneficio con el uso del semen congelado en la |.A..
Actualmente, en algunos paises, la industria de produccién de leche bovina
depende casi en su totalidad de la |.A. con semen congelado-descongelado.

El desarrollo de la tecnologia de la crioconservaciéon representa considerables
progresos practicos y economicos de la aplicacion de la |.A. Sin embargo, algunos
factores pueden afectar el mantenimiento de la funcién de los espermatozoides
durante el proceso de congelado-descongelado; entre ellos se encuentran el
método de congelacioén, la composicion del diluyente y la tasa de dilucién. Por
esto, la motilidad y viabilidad del espermatozoide son muy variables al
descongelado y una gran cantidad de dosis se tienen que descartar (Alessandro ef
al., 2001).



En la época de los 50 se realiz6 una considerable cantidad de experimentos sobre
el método de diluciébn y congelacion en el semen de carnero, que inicialmente
tratado como el semen de toro, dio muy pobres resultados de fertilidad: 5% de
nacimientos (Salomén y Maxwell, 2000).

Anteriormente, se realizaban estudios con el enfoque metodolégico tradicional, se
basado en el ensayo acierto y error; lo que ciertamente produjo esto ha producido
importantes avances en la conservacion de semen. La investigacion actual de la
conservacion de gametos se propone estudiar, entre otras cosas, los fenémenos
fisico-quimicos basicos que intervienen en el proceso de congelado y
descongelado, asi como la conducta de los espermatozoides ante tales
condiciones. Para ello se requiere aumentar la investigacién en la linea de
conservacién de gametos que tienden a disminuir la pérdida de células vivas y
viables a la descongelacion de los mismos (Salomoén y Maxwell, 2000).

Enfriado y Congelacion de semen

El enfriado del semen a temperatura cercana a 0°C proporciona un periodo de
adaptacion del espermatozoide a través de la reduccion de la funcién metabdlica.
La congelacién puede ser lenta o rapida, bien en vapores de nitrogeno liquido o en
bloques de hielo seco;, cuando se utiliza el primer método, se congela
generalmente en pajillas de plastico y, en pastillas (pellets) cuando se emplea el
segundo. Sea de una forma u otra, siempre se introducen en nitrégeno liquido
para su conservacion final (Evans y Maxwell, 1987).

El semen se puede congelar en uno o dos pasos. En el método de dos pasos, el
contacto con el glicerol se inicia a 5°C; en el método de un paso, se inicia el
contacto con el glicerol a los 30°C. En ambos métodos, se somete a un periodo de
enfriado de 1 a 3 horas, en donde los factores enfriado y equilibrio no son
independientes y puede existir una interaccion entre el tiempo de enfriado a 5°C y
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dicho equilibrio; en el caso del semen enfriado sin glicerol, éste sufre dafio a las 2
horas de enfriado (Salomén y Maxwell, 1995).

Patt y Nath (1969) observaron que un enfriado rapido, en un tiempo de 35 a 45
minutos produjo una calidad inferior post congelacion del semen comparado con
un enfriado lento en 2.5 horas. El enfriado rapido del semen diluido desde 30°C a
15 °C no tiene efecto sobre la supervivencia antes o después del congelamiento,
pero el congelamiento rapido del semen desde 30°C, 15°C, 5°C 6 0°C afecta la
motilidad del semen al descongelado (Fiser y Fairfull, 1986, citado por Salomén y
Maxwell, 1995). Se ha observado que mientras mas rapido sea el proceso de
congelacién existe mayor probabilidad de que ocurra el fenémeno de choque frio y
en consecuencia la muerte celular (Watson, 1995; Byrne et al., 2000).

El semen de camero, sufre dafios durante la congelacion en el rango de
temperatura de -10°C a -25°C, los dafios primarios de la membrana del
espermatozoide por la congelacion y descongelacion se dan a temperaturas de
-15°C a -60°C y no durante la introduccion al nitrogeno liquido (Mazur, 1965,
citado por Byrne et al., 2000. Por otra parte, el proceso de deshidratacion celular
que acompaia los fenémenos de congelacién es potencialmente benéfico para la
supervivencia de la célula.

Antes de la congelacion, al momento de adicionar el glicerol al semen, se
establece un equilibrio osmético, éste depende del tiempo entre que el glicerol
entre en la célula espermatica para establecer un balance entre la concentracion
intracelular y extracelular de la célula espermatica, y que también se ve
influenciado por la accién de otros componentes osmoéticamente activos del
diluyente (Salomén y Maxwell, 1995).

La descongelacion también es un paso importante para la viabilidad del
espermatozoide, que ha logrado sobrevivir a una congelacion de -196°C, y de

pasar dos veces por una zona critica de temperatura (-15°C a -60°C). Tanto en el
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congelamiento como al descongelamiento, el espermatozoide sufre cambios
intracelulares. La descongelacion rapida, previene la recristalizacion de cualquier
hielo intracelular presente en el espermatozoide (Mazur, 1977, citado por Salomon
y Maxwell, 1995a) esto debido a que existe un menor tiempo de exposicion del
espermatozoide a la concentracion de solutos y otros crioprotectores como el
glicerol, también la restauracién del equilibrio intra y extracelular es mas rapida
que con el descongelado lento (Robins et al, 1976, citado por Salomon y Maxwell,
1995a). En el caso del espermatozoide de carnero, el mayor dafio ocurre en el
rango de temperatura de -10°C a -25°C, llamada la region de cristalizacion de
hielo (Byrne et al, 2000).

Daiios durante el proceso de congelacion-descongelacion

El proceso de crioconservacion provoca diversos dafios por diferentes causas:
1) por el cambio de temperatura; 2) por el estrés osmético y toxico ocasionado por
la concentracion molar y crioprotectores; y 3) por la formacién y disolucién del
hielo en el medio extracelular (Watson, 2000).

La motilidad y la estructura del espermatozoide se ven afectadas por diferentes
factores y no se sabe si los cambios ocurren simultdneamente o son causados en
diferentes estados del proceso de congelacion-descongelacion (Salomon y
Maxwell, 1995b).

Se ha observado que la membrana plasmatica y la acrosomal son mas sensibles
que el nucleo y el sistema locomotor (pieza media) de la célula espermatica. Del
acrosoma, la membrana externa es mas vulnerable que la parte interior (el propio
acrosoma), y la membrana interna (Salomon y Maxwell, 1995b). Por lo tanto, un
espermatozoide puede ser movil pero a la vez estar dafiado y en consecuencia es
infértil. Un porcentaje relativamente alto de los espermatozoides de camero (40-
60%) conserva su motilidad después del proceso de congelaciéon-descongelacion,
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y de ellos alrededor de 20 a 30% presenta cambios por dafio (Salomon y Maxwell,
1995b)

Un fenémeno involucrado en el dafio celular por la disminucion de la temperatura
es el llamado choque frio (Watson, 1981). Durante el choque frio, ocurren en el
espermatozoide una serie de alteraciones morfolégicas y bioquimicas que son las
responsables del dafio y muerte celular (De Leeuw et al., 1991). Se ha observado
que los espermatozoides de ungulados son muy sensibles a este fenédmeno y los
de conejo, perro, gato, hombre y gallo lo son menos. El rango de temperatura en
que se presenta el choque frio va desde los 2°C a 12°C (Watson, 1981).

Los cambios morfol6gicos mas importantes ocasionados por el choque frio son la
ruptura de la membrana plasmatica, la degeneracion del acrosoma y el dafio a las
mitocondrias. Los cambios bioquimicos mas notables son la perdida de la
permeabilidad selectiva de la membrana plasmatica, una disminucion de la tasa
respiratoria y de glicélisis, y la degeneracion de ADN (Watson, 1981).

El dafio del espermatozoide es mas severo en carneros que en toros. Después del
enfriado lento y rapido del semen de carnero, la motilidad se preserva mejor que Ia
integridad morfolégica del espermatozoide.

Se ha reportado, que la relacién entre el porcentaje de espermatozoides con
acrosoma intacto y la proporcién de espermatozoides moéviles antes y después del
proceso de congelacién-descongelacion tiene correlacién con la proporcién de
espermatozoides con acrosoma dafiado en la inseminacion (Fiser y Fairfull, 1984
citado por Salomon y Maxwell, 1995b).

La membrana plasmatica del espermatozoide de los mamiferos presenta una
distribucion de particulas intramembranosas caracteristica. A temperaturas
fisiolégicas, las particulas estan distribuidas sobre la cabeza y cola del
espermatozoide, pero cuando la temperatura disminuye esta distribucion cambia.
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En el espermatozoides de carnero, se da la formacién de zonas libres de
particulas en la regiéon post acrosomal y en el limite entre las piezas media y
principal del flagelo (Holt y North, 1984).

Uno de los organelos que sufre mayor dafio por la congelaciéon es la mitocondria
del espermatozoide (Jones y Martin, 1973, citado por Salomon y Maxwell, 1995b).
Con relaciéon a lo anterior, se han observado algunos cambios morfolégicos en la
mitocondria con pérdidas de proteinas (Quinn et al, 1969, citado por Salomon y
Maxwell, 1995b).

También se ha reportado que después del proceso de congelado-descongelado,
del 40 a 50% de las mitocondrias de las células estan dafiadas y la estructura del
axonema se ve distorsionada (Nath, 1972, citado por Salomon y Maxwell, 1995b).
Las anormalidades, probablemente sean causadas por una despolimerizacion o
una deshidrataciéon parcial y por un dafio sustancial en la matriz de la mitocondria
(Courtens y Paquignon, 1985).

Cambios Bioquimicos

Los dafios ultraestructurales del espermatozoide durante la congelacion-
descongelacion también son acompafiados por cambios bioquimicos o por pérdida
del contenido vital. En relacién a lo anterior, se encontré una correlacion negativa
significativa entre la motilidad del espermatozoide postdescongelacion y el nivel de
la enzima transaminasa glutamico-oxaloacética (Pace y Graham, 1970, citado por
Salomon y Maxwell, 1995b).

Nauk (1991), informa que la pérdida de proteinas y aminoacidos es mayor en
espermatozoides de carnero (20%) que en el de toro (11%); ademas, que en el
semen del carnero hay pérdida de residuos de aminoacidos neutros asociados con
la membrana plasmatica.
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Después del proceso de congelacion-descongelaciéon existe una pérdida de
fosfolipidos y de fracciones de éstos, una pérdida de colesterol (15-50%),
increment el contenido de sodio y una baja en el contenido de potasio en el
espermatozoide (Profirov ef al, 1886, citado por Salomon y Maxwell, 1995b).

El proceso de congelacién-descongelacion causa la inactividad de las enzimas del
acrosoma; hialuronidasa y acrosina; incrementa los derivados del diacilglicerol, de
la fosfatidilcolina y de la fosfatidiletanolamina;, y baja la actividad de la fosfolipasa
A; de la membrana (Hinkovska-Galcheva ef al, 1980, citado por Salomon y
Maxwell, 1995b).

Durante el enfriado a temperaturas de 4 a 5°C, el contenido de acidos grasos
insaturados disminuye, y el de los acidos grasos saturados aumenta, pero se duda
que haya cambios sustanciales en los acidos grasos después del proceso de
congelado y descongelado en la célula espermatica (Nauk, 1991). También, hay
una disminucién en los grupos sulfhidrilo den la membrana celular con la
consecuente desestabilizacion de la estructura de las proteinas (Profirov et al,
1986, citado por Salomon y Maxwell, 1995b).

El semen de borrego, contiene un nivel considerable de prostaglandinas (PG),
alrededor de 50 microgramos mi”' de PGE y 12 microgramos mi”' de PGF en
semen fresco, después del proceso de congelado y descongelado hay una
reduccion de la PGF (Milovanov et al, 1978). Algunos reportes, afirman que la
PGF; alfa es mas resistente al proceso de congelado y descongelado que las
PGE4, PGE; o PGF (Varnavskij 1981; Marley ef al., 1976, citado por Salomon y
Maxwell, 1995b).

Otros disturbios que existen después del proceso de congelacién-descongelacion

en el espermatozoide son la reduccion o desaparicion de la sintesis de ATP
(adenosin ftrifosfato) producto del dafio a las mitocondrias ademas de una
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disminucion en la actividad proteolitica (Platov, 1973 y Marinov ef al., 1980,
citados por Salomon y Maxwell, 1995b).

Todos estos dafios criogénicos ultraestructurales y bioquimicos son los
responsables de la disminucion en la integridad funcional, supervivencia y
capacidad de fertilizacion del espermatozoide (Salomon y Maxwell, 1995b).

Fenémenos fisico-quimicos que ocurren durante el congelado vy
descongelado

A pesar de que desde hace muchos afios se han estudiado los dafios en las
células sometidas al congelado, aun no se han encontrado los medios para
controlar todos los fenémenos que las afectan. Los fendmenos fisico-quimicos
mas importantes son:

Fase de transicién de los lipidos de |la membrana plasmética del espermatozoide.
Los cambios de temperatura ocasionan que los lipidos de la membrana plasmatica
del espermatozoide sufran un cambio en su estado fisico; en condiciones
fisiolégicas, se encuentran en un estado liquido-cristalino, al disminuir la
temperatura, cambian al estado de gel o cristalino-gel (Holt y North, 1994).

Formacién extra e intracelular de hielo. El enfriado de los espermatozoides a una
velocidad lenta permite la deshidratacion celular y el hielo se forma en el
compartimiento extracelular. En cambio, el enfriado rapido evita que la célula se
deshidrate y el hielo se forma intracelularmente. Se considera que la formacién
intracelular de hielo es dafiina para los espermatozoides. Desde este punto de
vista, el enfriado lento parece ser el mas adecuado; sin embargo el periodo de
exposicion a la elevada osmolaridad causada por la concentracién de solutos es
mayor que en el enfriado rapido (Parks y Graham, 1992).
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Liberacién de calor latente de cristalizacion. La formacién de hielo ocasiona la
liberacién de calor, esto ocurre por un cambio en el estado de la materia. La
temperatura subira desde el punto en que ocurrié la formacién de hielo, alrededor
de los -5°C hasta cerca de 0°C, ésto de acuerdo a la concentracion de solutos en
el medio, y se mantendra ahi hasta que el calor se disipe. Se cree que mientras
mas largo sea el periodo de disipacion del calor mayor sera el dafio a las células
(Parkinson y Whitfield, 1987).

Sobre-enfriamiento (supercooling). Este fendbmeno ocurre cuando la suspension
celular es enfriada mas alla de su punto de congelacion sin que se forme el hielo.
En condiciones experimentales, se ha logrado sobre-enfriar agua pura hasta los
-20°C (Holt, 2000).

Estrés por concentracién de solutos. Cuando ocurre la congelacioén, el agua pasa
a formar cristales de hielo. A medida que este fenémeno se sucede, aumenta la
concentracion de solutos en el medio. El aumento en la osmolaridad provoca
mayor deshidratacion de las células y en consecuencia un mayor encogimiento de
la membrana. La exposicibn de las células a tales condiciones de
hiperosmolaridad es considerada perjudicial.

Ademas de los fenémenos fisico-quimicos arriba descritos, hay una serie de
variables que también intervienen en el proceso de crioconservacion del semen.

Susceptibilidad entre especies

La susceptibilidad de los espermatozoides de las diferentes especies al enfriado
es un fendmeno que se ha observado desde el inici6 de la crioconservacion. La
sensibilidad de los espermatozoides al enfriado rapido que ocurre en el rango de 0
a -20°C se le conoce como choque frio (Watson, 1979). Se ha observado que los
espermatozoides de ungulados son mas sensibles, los de conejo, perro, gato,
hombre y gallo, son menos susceptibles (Holt, Watson, 2000).
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Susceptibilidad entre individuos

Esta caracteristica se observa constantemente a pesar de optimizar las variables
técnicas del proceso de congelado-descongelado. Se ha observado que el semen
de algunos individuos es mas sensible a las modificaciones del proceso, esto ha
llevado a que se piense que dichas diferencias pueden estar determinadas
genéticamente. En apoyo a este punto de vista se ha observado una menor
variabilidad en la criosupervivencia de los espermatozoides entre toros cuadruples
que entre toros sin parentesco. También se han encontrado diferencias entre
lineas genéticas de ratones, de gallos, de pavos, y existen evidencias de variacion
entre lineas genéticas de cerdos (Thurston et al., 2002).

Heterogeneidad de los eyaculados

Los eyaculados son heterogéneos por naturaleza. Esta cualidad esta determinada
por una serie de condiciones fisiolégicas que ocurren en el tracto genital de la
hembra y del macho. Durante el estro, el momento entre la copula y la ovulacion,
pueden variar, entonces los espermatozoides deben sobrevivir dentro del tracto
femenino por largos periodos. Asimismo, la capacidad de los espermatozoides
para fertilizar debe distribuirse a lo largo de ese periodo. En consecuencia, se da
la existencia de subpoblaciones heterogéneas de espermatozoides dentro de un
mismo eyaculado. Esto sucede, porque el eyaculado contiene subpoblaciones
provenientes del epididimo, con diferente grado de madurez y porque la capacidad
de fertilizar es adquirida en estadios (oleadas) en el tracto reproductor femenino.

Este punto es importante porque la crioconservacion afecta de forma diferente a
las subpoblaciones de espermatozoides reduciendo la heterogeneidad y en
consecuencia las posibilidades de que la fertilizacion ocurra exitosamente
(Watson, 1995).
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Seleccibn indirecta de la caracteristica de susceptibilidad al congelado

El semen de toro se ha logrado congelar con éxito y esto se debe parciaimente a
la seleccion de los machos cuyo semen ha pasado la prueba de la congelacién. Es
un hecho que los machos que logran superar esta prueba son los que pasan a las
pruebas de progenie. Esto, no ha ocurrido en otras especies ni es deseable que
ocurra si no hacen las pruebas de progenie adecuadas y si la seleccion de
animales esta basada en otro tipo de caracteristicas, como es el caso de los
ovinos (Watson, 1995).

Cambios de volumen

Los cambios del volumen del espemmatozoide se inician desde que éste es
expuesto a los diluyentes conteniendo crioprotectores (glicerol el mas comun).
Primero, hay aumento de volumen causado por la osmolaridad del diluyente,
después el volumen original se restablece a medida que el glicerol penetra la
célula. El enfriado y congelacién ocasionan deshidratacién y encogimiento de la
célula. Al descongelado, la célula se hincha temporalmente hasta que el agua y
los solutos del medio se equilibran. Se debe hacer hincapié en que la membrana
plasmatica del espermatozoide no tiene la capacidad para afrontar
convenientemente tales flujos de liquidos (Rall, 1991).
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Recristalizacion

En el descongelamiento, el hielo se funde formando cristales de diferentes
tamarios. Un descongelamiento lento permite que los cristales mas pequefios se
unan entre si formando cristales de mayor tamarnio, los cuales dafian a las células;
por el contrario, el descongelado rapido evita la cristalizacion (Watson, 1995).

Capacitacion y crioconservacion

El enfriado y la congelacién del semen inducen cambios en los espermatozoides
que simulan aquellos producidos por el proceso de capacitacion y de reaccién
acrosomal (Watson, 1996). Esto significa que los espermatozoides han
“envejecido” y que su oportunidad de poder fertilizar a algun ovocito ha disminuido
significativamente. La capacitacion de los espermatozoides es un proceso que
involucra transformaciones metabélicas y morfolégicas cuyo propésito es conferir
al espermatozoide la capacidad de fertilizar (Yanagimachi, 1994). La capacitacién
es un prerrequisito para que el espermatozoide sea capaz de fertilizar, se sabe
que durante el proceso de capacitacion se remueven componentes de la
membrana plasmatica y la captacion de calcio a través de ella, ntes de que ocurra

la reaccién acrosomal.
Prueba de Clortetraciclina (CTC)

Para estudiar los cambios en la membrana plasmatica de los espermatozoides
debido a los procesos fisiolégicos (capacitacion y reaccion acrosomal) y no
fisiolégicos (crioconservacion) se han utilizado diferentes pruebas. Actualmente,
se dispone de una prueba para medir la capacitacién de células individuales, esta
prueba es la Clortetraciclina (CTC) (DasGupta et al., 1993; Fraser et al, 1995;
Green y Watson, 2001)
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Parece que los medios en que se incuban los espermatozoides juegan a un papel
importante en los procesos de congelacién y descongelacion del semen.
Yanagimachii (1994) ha sugerido que el Ca® y NaHCOj3; son necesarios para la

induccion de la reaccion acrosomal.

La CTC atraviesa la membrana del espermatozoide y entra a los compartimientos
intracelulares libres de calcio. Los que estan negativamente cargados y libres de
calcio se vuelven fluorescentes, el complejo CTC-Calcio se encuentra
preferentemente en las regiones hidrofébicas de la membrana celular. De lo
anterior, resulta un estado de patrones caracteristicos de la etapa fisiol6gica
exhibida por el espermatozoide. Estos patrones son:

El patrén F con fluorescencia uniforme en toda la cabeza del espermatozoide,
considerado caracteristico de los espermatozoides no capacitados con acrosoma
intacto; el patron B con fluorescecnia excepto en la region posacrosomal,
considerado caracteristico de los espermatozoides capacitados con acrosoma
intacto; y el patron AR mostrando una banda fluorescente en el segmento
ecuatorial y el resto sin fluorescencia, considerado caracteristico de los
espermatozoides capacitados y con reaccién acrosomal completa (Gillan et al.,
1997). En el semen fresco, la proporcion del patréon F es la de mayor magnitud
(alrededor de 60%), mientras que la de los patrones que indican capacitacion esta
alrededor de 40%. En cambio, en el semen descongelado la proporcién del patron
F es alrededor del 10% y el resto corresponde a los patrones B y AR (Gillan et al.,
1997). La caracterizacion y cuantificacion de estos patrones involucra el uso de
microscopia de fluorescencia o citometria de flujo.

® Prueba de Clortetraciclina (CTC)

® 3 patrones de fijacion a la membrana:
— F — no capacitado, acrosoma intacto
— B — capacitado, acrosoma intacto

— AR — capacitado, con reaccion acrosomal
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Recursos técnicos para superar los fenémenos fisicos y quimicos que
ocurren durante el proceso de congelado-descongelado

El uso de maquinas para el congelamiento de semen, de manera controlada ha
mejorado levemente la supervivencia de los espermatozoides, al proporcionar
condiciones mas uniformes para el proceso. Sin embargo, éste sistema soélo
permite el control de la temperatura dentro de la camara de congelado, sin
considerar la temperatura dentro de las pajillas que contienen al semen, lo que
conlleva a disparidades importantes entre las curvas de enfriado de la camara de
congelado y las pajillas (Holt, 2000).

Existen algunos prototipos de maquinas para congelar, no comerciales,
construidos para minimizar algunas variables del proceso. Por ejemplo, el calor
latente de cristalizacion, o para optimizar otras, por ejemplo la velocidad de
congelado (Medrano et al., 2002).

Sin embargo, no en todos los laboratorios se dispone de estas maquinas, por lo
que es preciso establecer un sistema para lograr congelar semen de tal forma que
se alcancen los niveles de temperatura adecuados o cercanos a lo ideal para el
enfriado y congelacion.

Respecto a esto, el enfriado precongelacion se torna relevante a partir de los
resultados de varios estudios sobre la viabilidad espermatica que abarcan desde
el enfriado a temperatura cuarto hasta la formacion del hielo. En ellos, se ha
observado una pérdida de la integridad de la membrana plasmatica y de la funcién
celular del espermatozoide (Watson, 1995; Gao et al., 1993).
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Esto se puede explicar debido a que los cambios de temperatura ocasionan que
los lipidos de la membrana plasmatica del espermatozoide sufran un cambio en su
estado fisico; en condiciones fisiolégicas, se encuentran en un estado liquido-
cristalino, al disminuir la temperatura, cambian (transicion de fase) al estado de
gel, cristalino-gel. La fluidez disminuye y este cambio hace que la membrana se
vuelva rigida y pierda elasticidad, en la cual ya no puede manejar
convenientemente los cambios osmoéticos asociados. Se ha identificado un rango
de temperatura a la cual ocurre este cambio en los espermatozoides de
mamiferos: entre 10°C y 17°C (Holt y North, 1994).

Con estos hallazgos, algunos investigadores han logrado mejorar la viabilidad de
los espermatozoides de cerdo retrasando el enfriado de 15°C por 3 horas (Maxwell
y Johnson, 1997). Medrano et al. (2001) observaron que al prolongar el tiempo de
enfriado hasta -5°C favorecia la criosupervivencia del semen del macho cabrio.
Por lo anterior, se puede suponer que si ampliamos el tiempo de enfriado
precongelacion, éste permitira el reacomodo transversal y de dominios de la
estructura tridimensional lipidica de la membrana plasmatica, manteniendo su
estabilidad y funcién, esperando asi disminuir la capacitacién espermatica que
puede inducir a una reaccion acrosomal, favoreciendo asi, la capacidad de
fertilizacibncon semen congelado.
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OBJETIVOS

General

El objetivo de este trabajo fue examinar el efecto sobre la criosupervivencia de los
espermatozoides de carnero con enfriado lento precongelacion a dos
temperaturas blanco cercanas a cero y su comparaciéon contra el enfriado

tradicional.

Especificos

1. Estandarizar un método de enfriado de espermatozoides de carnero a
temperaturas bajo cero grados empleando un sistema de recipientes con solucion
salina hipertonica, liquida y congelada.

2. Examinar la integridad morfoldgica (integridad de la membrana plasmatica y
acrosomal) y funcional (motilidad progresiva) de los espermatozoides de carnero

sometidos a los tratamientos de enfriado precongelacion.

3. Examinar el estado de capacitacion de los espermatozoides de carnero

sometidos a los tratamientos de enfriado precongelacion.

4. Examinar las diferencias entre individuos (machos) en relacion a la

susceptibilidad de su semen a la crioconservacion.
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HIPOTESIS

El enfriado lento precongelacion de los espermatozoides alrededor de 0°C permite
que los lipidos de la membrana plasmatica tengan tiempo de reorganizarse, una
vez que ha ocurrido la fase de transicidn, para evitar la ruptura de la membrana
cuando ésta se enfrenta a los cambios de volumen ocasionados por la formacion
de hielo; de esta forma, se favorecera la criosupervivencia espermatica y se

reducira la proporcion de espermatozoides con capacitacion prematura.

25



MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se realizo en el Modulo de Ovinos y en el Laboratorio de
Reproduccion e 1.A. de la Facultad de Estudios Superiores — Cuautitian de la
UNAM, ubicados en el km. 2.5 de la Carretera Cuautitlan - Teoloyucan, Cuautitlan

Izcalli, Edo. de México.

Animales

Se utilizé el semen de 4 carneros de fertilidad probada: 3 de la raza Columbia, con
una edad de 2, 2.5, y 6 afios de edad, y un macho de la raza Suffolk de 4 afios, los
animales presentaban buena condicién corporal al momento de hacerce la

coleccién del semen.

Alojamiento de los animales
Los carneros se mantuvieron separados en corrales individuales, construidos con
rejillas de hierro con una area de 10 m? , de los cuales el espacio de techo

corresponde a 6 metros y un espacio de sol de 4 metros.

Alimentacién de los carneros
Los carneros fueron alimentados con alfalafa recién cortada y pasto orchard,
avena henificada y ensilado de maiz, proporcionando el 3% del peso de los

animales en base seca por dia por animal.

Obtencion de las muestras de semen

La coleccion de las muestras se realizé por medio del método de la vagina
artificial. Una vez colectadas, las muestras fueron colocadas en un bafio maria a
32¢°C.

En los dias de coleccion se trabajo el eyaculado de un solo macho. La recoleccion
del semen se realizé 3 veces a la semana durante el periodo de Marzo a Junio del

ano 2003 hasta completar 20 muestras (5 por macho).
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DISENO EXPERIMENTAL

e 4 machos

e 5 eyaculados/macho (n = 20)
e 3 tratamientos:

e T1 enfriado a +5°C

e T2 enfriado a +2°C

e T3 enfriadoa -2°C

e 3 pajillas/ tratamiento

Eyaculado

Evaluacion y procesamiento

i

Enfriado a partir de temperatura de cuarto:

e
¢ \

+5°C congelado (T1)
+2°C congelado (T2) f — Descongelado — Evaluacion del semen

-2°C congelado (T3) Prueba de CTC

’ T1/l\

T3
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Manejo y valoracion del semen fresco

Las caracteristicas que se evaluaron fueron:

1) Motilidad masal

2) Motilidad progresiva

3) Concentracion

4) Viabilidad

5) Anormalidades morfologicas (morfoanomalias)

1) Motilidad masal. EI movimiento de los espermatozoides se examiné en el
semen sin diluir y a bajo aumento (10x); esto proporcioné una visién del
movimiento en conjunto de todos los espermatozoides. Para ello, una gota de
semen sin diluir fue colocado en un portaobjetos limpio y templado y se examino
bajo el microscopio. El valor asignado a las ondas de movimiento del semen fue

de 0 a 3 puntos, de acuerdo a la siguiente descripcion:

Evaluacién de la motilidad masal

Marca Clase Descripcion

3 muy buena Ondas densas y muy rapidas

2 buena Movimiento vigoroso, ondas rapidas
1 regular Ondas pequenas y lentas

0 pobre No hay ondas, movimiento débil

Modificado de Evans y Maxwell (1987).

2) Motilidad progresiva. La motilidad progresiva se evalué a partir de una dilucién
1:100 (v/v) de semen en solucién salina fisiolégica (0.9% p/v). Se tom6 0.1 ml de
semen y se mezclé con 9.9 ml de cloruro de sodio; posteriormente, se realizé la
evaluacion de la motilidad progresiva colocando una gota en un portaobjetos
limpio y templado, se cubrié con un cubreobjetos y se observé al microscopio con
el objetivo de 10x, dando un valor de 0 a 100 % a la proporcion de los

espermatozoides con movimiento progresivo.
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3) Concentracion. El método usado para su determinacién fue la cuenta directa en
el hemocitébmetro (camara de Neubauer). Se emple6 para tal fin la diluciéon 1:200
en solucion de Hancock (v/v). Se contaron los espermatozoides contenidos en
cinco de los 25 Cuadros de la cuadricula central de la cdmara, que estan divididos
a su vez en 16 Cuadros pequefos. De la dilucién 1:100 (v/v) se tomé 1.0 ml y se

mezcld con 1.0 ml de solucion de Hancock para obtener una dilucion 1:200 (v/v).

4) Viabilidad. La viabilidad espermatica (porcentaje de espermatozoides con
membrana plasmatica intacta) se evalué examinando frotis tenidos con Eosina-
Nigrosina (Barth y Oko 1989). Sobre un portaobjetos templado en una platina
térmica a 37°C, se coloco una gota de semen de fa dilucién 1:100 (v/v) y una gota
la de tinciobn a la misma temperatura, se mezclaron ambas gotas y se hizo el
frotis. Inmediatamente, se le seco rapidamente con aire. Se evaluaron 100 células

espermaticas por frotis.

5) Morfoanomalias. El porcentaje de espermatozoides normales y anormales se
estimo6 contando 100 ceélulas en diferentes campos de los frotis preparados para
evaluar la viabilidad, pero esta vez sin considerar los colores que diferencian a los

espermatozoides con membrana plasmatica intacta o dafiada.

Dilucion del semen

Una vez estimada la concentracion espermatica, la muestra se diluyé con un
diluyente a base de Tris-yema de huevo (Evans y Maxwell, 1987). Dicha dilucién
se realizd en el bano maria a 32°C, el diluyente se agregé a la misma temperatura
del semen por la pared del tubo y se aplicé lentamente dividiendo el volumen total

en tres fracciones, mezclando al agregar cada una de ellas.
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Envasado de las muestras

Las muestras de semen diluido se envasaron en pajillas de 0.5 ml, a temperatura
de cuarto, previamente identificadas anotando el tratamiento, nimero de macho y
la fecha; las pajillas se sellaron con plastilina de uso escolar utilizando el color
amarillo para el tratamiento de +5 °C, el color azul para las de +2°C y el color rosa
para las de -2°C. Se congelaron cinco pajillas por tratamiento. El numero de

células moviles envasadas por dosis fue de 180 X10°.
Enfriado de las muestras
El sistema de recipientes de enfriado fue el siguiente:

| 1) Recipiente de enfriado con solucion salina hiperténica (7.85% p/v) de 1.4 litros

de capacidad y tapa con 5 orificios (Recipiente A, Figura 1).
2) Tubos de vidrio contenedores de pajillas; uno para cada tratamiento de 17 cm
de largo y 1 cm de ancho. Estos tubos estaban colocados en los orificios del

recipiente A.

3) Recipiente térmico con hielo salino a —10°C, para el enfriado hasta —2°C, de 2.5

litros de capacidad (Recipiente B, Figura 2).
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La cantidad de sal que se empleo para preparar la solucion hipertonica, se calculo

de acuerdo a la siguiente formula:

ATf=Kf. m

Donde:

ATf = incremento de la temperatura de fusién
Kf = constante crioscopica molar (1.86 para el agua)

M = molaridad (moles de soluto/Kg de disolvente)

Peso molecular del NaCl = 58.44
78.5 g de NaCl/Litro = 1. 343258 moles

1.343258 (moles de soluto)

ATf=1.86 X =3

0.8448 (Kg agua)

El punto de congelacion teérico, de la solucién salina hiperténica (7.85%) es a
-3°C.

Procedimiento del enfriado lento precongelacion

El enfriado se realizd6 en dos etapas: la primera desde temperatura de cuarto

(+23°C) hasta +5°C, y la segunda desde +5°C hasta —2°C.

Primera etapa

1. Se llené el recipiente A con solucién salina hipertonica a temperatura ambiente.

2. Se le coloco la tapa con orificios marcados para cada tubo y se colocaron los 5
tubos en los orificios:

= 3 tubos contenedores de pajillas ( 1 para cada tratamiento)
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* 1 tubo llamado monitor: Contenia 3 ml del diluyente utilizado donde se
sumergi6 la sonda de un termémetro digital y que se uso como monitor para
tomar lecturas de temperatura

= 1 tubo conteniendo semen diluido sin empajillar, que se empleo para

monitorear la motilidad masal al alcanzar los -2°C.

3. Se coloco el recipiente A en un refrigerador calibrado a +5°C para iniciar el
proceso de enfriado, se registraron los siguientes datos:

a) hora de inici6 del enfriado

b) temperatura del tubo monitor

c) temperatura ambiente o de cuarto
El tiempo promedio para que las pajillas alcanzaran la temperatura de +5°C fue de

3 horas aproximadamente (Grafica 1).

Segunda etapa

1. Una vez que las pajillas alcanzaron la temperatura de +5°C, las
correspondientes al tratamiento 1 (enfriado a +5°C) fueron retiradas del
recipiente A y se colocaron horizontalmente sobre una rejilla colocada a 4 cm
por encima del nivel del nitrégeno liquido, en una caja de poliestireno, durante
15 minutos para posteriormente sumergirlas en el nitrogeno contenido en el
mismo recipiente en que se expusieron a los vapores.

2. Antes de llegar a la primera temperatura blanco, se preparé el recipiente B con
hielo salino a —10 °C (frappe).

3. Cuando se alcanz6 la temperatura de +5°C, se coloco el recipiente A dentro del
recipiente B (dentro del refrigerador) para que las pajillas del segundo y tercer
tratamiento alcanzaran la temperatura de enfriado a 2°C (8 a 12 minutos
aproximadamente) y —2°C (25 a 30 minutos aproximadamente).

4. Una vez que las pajillas alcanzaron las temperaturas blanco: +2°C y —2°C, se

retiraron del recipiente A y se congelaron como en el punto 1.
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Posteriormente, las pajillas congeladas se colocaron en gobelets previamente
identificados, se depositaron en el tanque de nitrégeno y se anoto la fecha de
procesamiento de la muestra, el nimero del macho, el numero de pajillas
procesadas, el numero de canastilla del termo de nitrogeno y el gobelet interno en

que fue colocada la muestra.
Descongelado de las pajillas

El semen congelado permanecié en el tanque de nitrogeno por un periodo minimo
de 15 dias. Para el descongelado, las pajillas fueron sumergidas en bafio maria a
37°C durante 30 segundos. Enseguida, las pajillas se secaron y el contenido se
depositd en tubos vacios colocados en el mismo bafio maria. Se descongelaron
tres pajillas de cada tratamiento de cada muestra. Las variables que se evaluaron

fueron las siguientes:

1.- Motilidad progresiva en solucién salina fisiologica (0.9% p/v) a una diluciéon de
1:10 (V/v).

2.- Motilidad progresiva en BTS (Pursel y Johnson, 1975) a una dilucion de 1:10
(VIv).

3.- Evaluacion de la viabilidad (Tincién eosina - nigrosina)

4 .- Evaluacion de la integridad del acrosoma (microscopia de contraste de fases).
La evaluacion de la integridad de la membrana externa del acrosoma se hizo de la
siguiente forma. Los espermatozoides se fijaron empleando una soluciéon de
glutaraldehido al 0.4% (v/v) en una proporcion de 2:1 solucion fijadora: semen
diluido. Posteriormente, se colocé 1 gota del semen en glutaraldehido en un
portaobjetos a temperatura ambiente, se le coloco un cubreobjetos, y encima una
gota de aceite de inmersion. La preparacion se observo al microscopio con el
objetivo de 100x, se evalué un total de 100 espermatozoides por muestra,

clasificandolos como intactos o dafados.
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5. Evaluacion del estado de capacitacion mediante la prueba la Clortetraciclina
(CTC) y microscopia de fluorescencia. El procedimiento fue el siguiente:

Este protocolo es igual para el semen fresco y descongelado. Primero, se examina
la movilidad del semen; enseguida, se filtra el semen a través de columnas de
sephadex (6.25% p/v en Citrato de Sodio al 2.9% p/v) para seleccionar una
poblacion en que predominan los espermatozoides vivos y moviles;
posteriormente, se examina la movilidad del semen para contrastar lo anterior.
Después, se toma 100 pl del semen filtrado y se Ile agrega 100 ul de soluciéon CTC,
a esta mezcla, se le agrega 20 ul de glutaraldehido al 0.2%. Enseguida, se toma
10 pl de la suspension de espermatozoides tefiidos y fijados y se coloca sobre un
portaobjetos; inmediatamente después, se le agrega una gota de DABCO (220
mM en glicerol) para retardar la pérdida de fluorescencia, y se le coloca el
cubreobjetos presionandolo suavemente para expulsar el exceso de liquido. Estas
preparaciones se hacen en duplicado. Las preparaciones se examinan al
microscopio de fluorescencia en el lapso de una hora, como maximo, después de
su preparacion. Los patrones de fluorescencia que se cuantifican de cada
preparacion, son los mismos de Kaneto et al. (2002). La solucion de CTC tiene

que ser preparada fresca antes de cada experimento.
Tincion de CTC

Se prepar6 la formula del amortiguador y de la solucion CTC segin Green y

Watson (2001), con la solucion fijadora propuesta por Mattioli et al. (1996).

Amortiguador CTC: Solucion CTC:

NaCl 130 mM CTC 805 uM

Tris 20 mM Cisteina 5 mM
pH 7.8
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Procedimiento:
= Colocar 100 ul de semen + 100 ul de solucién de CTC en un tubo protegido
de la luz.
= Mezclar durante 30 segundos
= Agregar 22 pl de solucién fijadora
= Preparar laminilla:
a) Colocar 10 pul de los espermatozoides tenidos y fijados en un portaobjetos
b) Una gota de DABCO (Se utilizé diluido en glicerol:PBS
[9:1] segun la féormula de Kaneto ef al. (2002).
c) Colocar un cubreobjetos, comprimir y retirar el exceso de liquido.

= Examen al microscopio de fluorescencia.
Analisis estadistico

El analisis de la informacion se realizé mediante un analisis de variania para
comparar las medias de las variables obtenidas de los tres tratamientos. Primerb
se analizaron las posibles diferencias entre soluciones empleadas para observar la
motilidad al descongelado, las diferencias entre replicas de cada macho
(eyaculados) y entre repeticiones (pajillas). Enseguida, se analizaron las
diferencias entre tratamientos y posteriormente se analizaron las diferencias entre
machos y su interaccion con el tratamiento. Los datos expresados en porcentaje
se transformaron al arcoseno antes de realizar el analisis de varianza respectivo.
Para realizar el analisis de varianza se emple6 el paquete estadistico Stats
Version 5 (Stats Soft, Reino Unido).
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RESULTADOS

|. Estandarizacion del sistema de enfriado

El sistema de enfriado a temperaturas bajo cero grados se logré6 mediante el uso
de un sistema de doble recipiente y solucién salina hiperténica (7.85%): el
recipiente interno contenia solucion salina liquida y el externo solucion salina en
forma de hielo a —10°C (Figura 2). Las curvas tiempo-temperatura obtenidas de
este sistema de enfriado fueron repetibles y tuvieron una variacién minima entre

cada dia de prueba (Graficas 1y 2).

[I. Criosupervivencia de los espermatozoides después del enfriado precongelacion

a tres diferentes temperaturas

En el Cuadro 1 se presentan los valores del semen fresco de cada macho. Como
se puede ver, se parti6 de muestras que tenian valores superiores a 70% de
motilidad progresiva, ademas queda manifiesto que uno de los machos presenté

consistentemente valores de motilidad inferiores a los otros tres.

Los resultados de las variables obtenidas de los diferentes tratamientos se
presentan en el Cuadro 2. El porcentaje de espermatozoides métiles del
tratamiento enfriado a -2°C (43.8%) fue significativamente diferente (p<0.001) al
de los otros dos tratamientos: +5°C (40.1%) y +2°C (39.8%).

Esta misma tendencia se observd en el porcentaje de espermatozoides con
membrana plasmatica intacta (espermatozoides vivos). El tratamiento enfriado a -

2°C (78.3%) fue diferente (p<0.004) a los otros dos: +5°C (75.6%) y +2°C (76.2%).

En cuanto al porcentaje de espermatozoides con acrosoma normal, se observo

que el tratamiento enfriado a —2°C tuvo una mejor respuesta (79.9%) que los
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tratamientos de enfriado a +5°C (77.9%) y +2°C (76.2%), y esta diferencia fue
significativa (p<0.01).

Los resultados de las variables obtenidas del semen descongelado por macho se
pueden observar en el Cuadro 3. El porcentaje de espermatozoides métiles para el
macho numero 1 (41.0%) fue similar al macho 3 (40.6%), y ambos fueron
diferentes (p<0.001) al los machos 4 y 2; éstos ultimos fueron diferentes entre si

(46.2% y 37.1% respectivamente).

En relacion al porcentaje de espermatozoides con membrana plasmatica intacta,
se observo que el macho 3 y 4 fueron similares (75.5% y 77% respectivamente), y
difieren (p<0.003) de los machos 1 (81.1%) y 2 (72.5%).

Para el porcentaje de espermatozoides con acrosoma normal, los machos 1y 4
no tuvieron diferencias significativas, 81.3% y 81.1 respectivamente, pero ambos
si difieren significativamente de los machos 2 y 3, 75,3% y 75.45 respectivamente;

éstos ultimos son similares entre si.

[ll. Efecto del enfriado precongelacion a tres diferentes temperaturas sobre la

capacitacién prematura de los espermatozoides

Los patrones fluorescentes que se observaron en este trabajo fueron los mismos

que se han reportado en otras especies (Figura 3).

Los porcentajes de espermatozoides con capacitacion prematura se presentan en
el Cuadro 4 y en las Gréficas 3 y 4. El tratamiento de enfriado a -2°C mostro la
menor proporcion de espermatozoides capacitados (76.9%) que fue diferente
(p<0.004) a la obtenida del tratamiento enfriado a +2°C (84.1%) y a la obtenida del
tratamiento enfriado a +5°C (83.8%).
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IV. Diferencia entre individuos

En relacién a los machos utilizados en este trabajo, se observé una variabilidad
entre ellos en el proceso de congelado y descongelado, y esta susceptibilidad

determiné la respuesta de cada individuo a los diferentes tratamientos (Graficas 5,

6y7).
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DISCUSION

El espermatozoide es una célula terminalmente diferenciada, cuyo papel principal
es el transporte de un paquete, constituido por el genoma nuclear y el centriolo,
hasta el ovocito. Para realizar esta tarea, el espermatozoide estéd equipado con
una bateria de estructuras especializadas (una membrana plasmatica que muestra
areas delimitadas, organelos con disposicion especifica tales como la vaina
mitocondrial, el acrosoma y una estructura movil, el flagelo) y el los que garantizan
la interaccion particular con el tracto genital femenino y el ovocito con sus

envolturas (Currie, 1987)

La viabilidad de la célula espermatica decrece rapido y substancialmente luego de
la eyaculacion. La crioconservacién, cuyo propoésito es garantizar su sobrevida,
ocasiona sin embargo un dafno irreversible a la membrana plasmatica causando ya
sea la muerte celular (Hammerstedt et al., 1990) o cambios parecidos a los que se
ven durante la capacitacién espermatica (Watson, 1996; Cormier et al., 1997)
Estos ultimos dificultan o previenen su capacidad para interactuar con el ovocito

durante la fertilizacion.

A diferencia de los animales inferiores, los espermatozoides de los mamiferos
eyaculados deben sufrir el proceso capacitacion para poder fertilizar el ovocito. La
capacitacion in vivo se lleva a cabo en el tracto reproductivo de la hembra, durante
este proceso el espermatozoide sufre una serie de cambios fisioldgicos que lo

hacen "competentes para la fertilizacion" (Viscohti et al., 1995).

También la capacitacion es conocida como los cambios que habilitan al
espermatozoide para sufrir la reaccién acrosomal y la hiperactivacion. La
capacitacion ha sido relacionada con cambios espermaticos en la concentracion

de iones intracelulares, en la fluidez de la membrana plasmatica, en la motilidad,
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en el metabolismo y en la concentracion de nucleotidos ciclicos y en la

fosforilacion de proteinas (Visconti et al., 1995).

La membrana plasmatica de los espermatozoides que han sido sometidos al
enfriado y congelacion esta desestabilizada (aumento de fluidez) y es susceptible
a que ocurra la reaccion acrosomal prematuramente. De esta manera, la vida de

los espermatozoides se acorta considerablemente (Watson, 1996).

Diversos estudios sefalan que un enfriado lento retarda la aparicion de estos
cambios y favorece la supervivencia de los espermatozoides. En trabajos similares
con caprinos, han observado que los resultados en ambos concuerdan (Medrano
et al., 2001).

Los datos analizados en este trabajo muesfran que el enfriado a temperaturas
cercanas a la formacién del hielo es mas favorable para la criosupervivencia de los
espermatozoides de carnero en comparacion con la temperatura del enfriado
tradicional a +5°C. El efecto del tratamiento de enfriado precongelacion a —2°C fue
positivo en cuanto a los resultados de las variables estudiadas: motilidad
progresiva, espermatozoides con membrana plasmatica intacta y espermatozoides
con acrosoma intacto. Ademas, el cambio de espermatozoides no capacitados a
capacitados fue menor en comparacion con los otros dos tratamientos (+2°C y
+5°C).

Lo anterior pudo deberse a dos factores principales. En primer lugar, el enfriado
lento de los espermatozoides hasta llegar a la temperatura en que se forma el
hielo permitié la deshidratacién celular; de esta manera, el hielo se formo
mayormente en el compartimiento extracelular. En cambio, el enfriado rapido evito
que la célula se deshidratara y el hielo se formé intracelularmente. Se considera
que la formacion intracelular de hielo es dafina para los espermatozoides (De
Leeuw et al., 1991).
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En segundo lugar, el enfriado lento permite que la membrana plasmatica tenga
tiempo suficiente para reorganizarse, es decir que los cambios de transicion de
fase de los lipidos de la membrana (del estado liquido cristalino al estado de gel)

se den lentamente y asi se evite que existan fallas de continuidad en su estructura
(Hazel, 1995).

Estos resultados sugieren que podria existir otro rango de temperatura en el que
también ocurre la fase de transicion de los lipidos de la membrana, a semejanza

de la que ocurre en una especie de invertebrados acuaticos (Crowe ef al., 1989).

La prueba de la CTC se ha empleado para evaluar el estado de capacitacion de
los espermatozoides sometidos al proceso de crioconservacion. En este trabajo la
prueba se utilizd para comparar el efecto de tres tratamientos empleando alicuotas
del mismo eyaculado. Esto significa que se parti6 del mismo valor de
espermatozoides capacitados y que la respuesta observada al descongelado se
debio al efecto del tratamiento. Esta es una aportacion original de este trabajo, que
hasta donde sabemos, no se ha reportado previamente. Las proporcionesAde
espermatozoides no capacitados y capacitados en el semen fresco, obtenidas en
el presente trabajo son similares a las reportadas por Gillan et al. (1997) en semen

de carnero, asi como las obtenidas en el semen descongelado.

El tercer factor involucrado es el individuo, es decir, la variaciéon entre machos
cuyo semen se empledé para congelar. Diversos estudios reportan en otras
especies una variacion importante de la susceptibilidad entre individuos para la
crioconservacion de su semen (Medrano y Holt, 1998; Holt, 2000). En éste trabajo
algunos machos tuvieron una mejor respuesta al tratamiento que otros, a'pesar de
que las caracteristicas del semen fresco fueron similares en todos ellos. La
explicacién que se ha argumentado, es que hay un componente genético que se
manifiesta probablemente en la composicién lipidica de la membrana plasmatica
del espermatozoide asi como en el componente protéico de la misma, y que esto

es una caracteristica racial (Thurston et al., 2002).
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CONCLUSIONES

La estandarizacion y utilizaciéon del sistema de enfriado con solucion salina al 7.8%
en el proceso de enfriado lento precongelacién es una técnica que ayuda a
prescindir de sistemas especializados, sofisticados y de alto costo para la

congelacién de semen.

El tratamiento de enfriado precongelacion a -2°C mejoré significativamente la
criosupervivencia de los espermatozoides al descongelado en comparacién con el

tratamiento control, enfriado a 5°C.

Se observé que algunos sementales fueron mas sensibles a las modificaciones del
proceso por lo que algunos presentaron una mejor viabilidad espermatica que
otros, de acuerdo a las variables estudiadas: motilidad progresiva, integridad de la

membrana plasmatica e integridad del acrosoma.
La capacitacion prematura fue menor en los espermatozoides enfriados a —2°C.

La respuesta al tratamiento se modific6 por la variacién entre individuos,
sugiriendo que hay una variacion importante en la susceptibilidad del semen entre

machos al proceso de congelado y descongelado.

Los resultados de este trabajo estimulan a continuar esta linea de investigacion
ampliando el nimero de machos donadores, aplicar temperaturas bajo 0°C que
favorezcan la viabilidad de los espermatozoides y estudiando las propiedades de
la membrana plasmatica de los individuos menos susceptibles a la
crioconservacion para generar el conocimiento necesario que nos conduzca a la

optimizacion del proceso.

42



oysew Jod sope|naeha g=u 3 F elpaw e| uejuasaidas salojeA SO

88l F 99 SL'y ¥ €8 90F Ll 29'9SL FLLLZ | Le8F8L 14
LV'9F 08 ISEFPL Zr0F8L | L6TS9F6SET | 8LV F VL €
251 F €6 ¥S'OF /8 9S0F Ll | vZ¥eoF6Cse | v68F 18 4
298 F ¥8 ZTY¥P8 | Z90F9¢C €L'Zr ¥ G8lC 1L'9F 28 )
(%dWW) .
(%) sejewoN (%) SOAIA sap (1w) (lwy,01X) ON
eAisasboud
saplozojewsadsy | 10zojewsadsy UBWInjoA (FoJE]-THTVE=e 1 (o T oydep
pepljoN

oyoew eped ap 09$3J} USWSS |9p SAIO|eA | OJpend

43




"(800"0>d .xx ‘¥00°0>d., ‘100°0>d,) S}usweONSIPE}SD
UaJaIyIp SEUWIN|OD U SJUaIdIp Sed}a] ‘oydew Jod sope|ndeha G=u Jq F eIpawl UOS SaIO|eA SO

=3 €L’ 8F66L «»09.8F¢8. Q25 LF8BEY (z-)e
BgO8F9/L. B/E6FC29. B 066 F86¢ (g+) ¢
BO08F6.LL BGL'6F9G. B06F L0 (G+)1

(%) sajewaoN (%) SOAIA (%) earsaiboid

SEWO0S0IdY

sapiozojewsadsy

pepliuoN

ojualweled |

ojudiwejel} Jod opejabuodasap uswas |9p sa|qelieA ‘g oipen)

44



(1000°0>d,., ‘€00"0>d,, ‘L00"0>d,) Sjuawesnsipess
UaJaljIp SEUWIN|OD Ud SAJUAIB)IP seJ}d] ‘oyoew Jod sopejnoseha g=u Jg F eIpaWl UOS SIIOJeA SO

»BGCLF LI =9 8L°0LF0/LL LD YY8F 9V 14
Q806+ v'S. 21001 F.6L BlL08F9O0V £
ae6v'L ¥ €6L. acyrgF¥gel Q16 F1°.E c
BCSLF €18 BlGGFL'LS BZ8LFO'LY I
(%) sejeunioN (%) soAIA (%) eaisaiboad "ON

SBWO0S04oY soplozojew.ladsy peplion oyoep

oyoew eped ap opejobuooasap uawos jop s9jqeleA "¢ oJpend

45



(L0’0>d) @juawessIpe}sad UaIALIP SBUIN|OD UD SIJUIAJIP SB4}dT

969, (D.2-) €

By (Ds2+) T

Bg'es (Q.5+) 1
(%) sopejoeden sapiozojewsadsy ojusiwejels

opejabuoosap |e einjewasd uoiorjoeded uod sapiozojeundadsy 'y oipend

46




Ly

Figura 1. Recipiente A (enfriador) de 1.4 litros de capacidad,
Fondo pesado de 490 g, Tapa con 7 orificios (1 al centro y seis alrededor) , Dimensiones:  Didmetro: 14 cms.
Altura: 12 cms. Grosor: 1 mm., Orificios: 2 cms. Diametro Capa de fondo: 2 cm. grosor
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Porcentaje de espermatozoldes
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