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RESUMEN

JIMENEZ MORALES KARINA. EFECTO DE LA CONGELACION Y
DESCONGELACION SOBRE LA TECA PERINUCLEAR DEL ESPERMATOZOIDE
OVINO. (Bajo la direcciéon de MVZ Rosa Berta Angulo Mejorada y

MVZ Jorge Hernandez Espinosa).

ElI trabajo se realizdé en el Centro de Ensefanza, Investigacion
y Extensién de Produccién Ovina y en el Departamento de
Morfologia de la FMVZ de la UNAM. Se utilizaron 2 sementales de
la raza Suffolk y 2 de la raza Dorset, el semen se recolecto
mediante la técnica de vagina artificial. El acrosoma se evalud
mediante la técnica de triple tincidén para microscopia foténica
y la subestructura de la TP se evalud mediante tincidon negativa
para microscopia electronica de transmision. EI objetivo del
presente trabajo fue evaluar si la integridad de la TP también
se afecta en los espermatozoides del ovino criopreservados pero
bajo dos temperaturas de enfriamiento (5° C y -5° C) y analizar
la posible correlacion entre el dafo del citoesqueleto y el
acrosoma.

El porcentaje de espermatozoides con TP integra en el semen
fresco fue de 86.33, mientras que en Jlos espermatozoides
descongelados fue de 59.67, y de 73.50 a 5° C y -5° C previo
enfriamiento respectivamente, encontrandose una diferencia

significativa entre el semen fresco y descongelado (P<0.05),



pero no existio diferencia significativa entre las muestras
descongeladas. El porcentaje de espermatozoides vivos con
acrosoma en el semen fresco fue del 43.92, en el semen
descongelado fue del 3.33 y 2.67 para los espermatozoides
enfriados a 5° C y -5° C respectivamente, no existiendo
diferencia estadistica entre las diferentes temperaturas de
enfriamiento pero si entre el semen fresco y descongelado.
Tampoco se encontré correlacion entre el dafo del citoesqueleto

y la pérdida de acrosoma.



INTRODUCCION

La inseminacion artificial (IA) se ha utilizado desde 1950 en
los bovinos y desde los afios 70 en otras especies domésticas
(1). La 1A puede definirse como un método reproductivo en el
que las células sexuales masculinas son depositadas dentro del
tracto genital femenino por medios distintos al de la copula
natural (2) permitiendo un mejor uso del material genético de
los machos.

Como técnica de rutina, el semen que procede de sementales
valiosos es conservado por congelacion y puede ser utilizado
varios afios después. Se sabe que cuando el semen se congela a
muy baja temperatura las reacciones metabdolicas de los
espermatozoides quedan detenidas lo que permite su
conservacion. Sin embargo, uno de los inconvenientes de este
proceso es que la viabilidad espermatica disminuye (3).
Diversas teorias han sido postuladas para tratar de explicar
los efectos posibles que la criopreservacion tiene sobre el
espermatozoide (4). Adicionalmente [las teorias han sido
complementadas con estudios realizados iIn vitro y por pruebas
de fertilidad, donde se ha evaluado el ©porcentaje de
sobrevivencia y la fertilidad de los espermatozoides (5). En
los ovinos, los resultados que se han obtenido en cuanto al
nimero de «crias en las hembras inseminadas con semen

criopreservado, varian dependiendo de los parametros evaluados



y de la técnica de congelacion. Sin embargo, los resultados
siempre son bajos en comparaciéon con los obtenidos al utilizar
semen fresco diluido. En el caso de 1la borrega, para
incrementar la fertilidad, es necesario modificar la técnica de
IA ya que, la inseminacidon transcervical tiene poco éxito por
lo que generalmente debe de utilizarse la 1inseminacidon por
laparoscopia (6). Por consiguiente, la IA con semen congelado—
descongelado ha tenido un uso relativamente Hlimitado en la
especie ovina (7). Sin embargo, la congelaciéon del semen es un
proceso importante en el sector pecuario ya que permite a los
productores tener un mejor manejo reproductivo de su ganado. Se
sabe que la congelacidon y descongelaciéon del semen danfa la
membrana plasmatica del espermatozoide, lo cual ha sido
atribuido a los cambios de la temperatura que modifican la fase
en la cual se encuentran los lipidos, lo que a su vez altera la
permeabilidad de la misma (8). Lo anterior ha [Ilevado a
proponer que el dafio ocasionado al espermatozoide es por el
Ilamado choque frio (8), por lo que algunos investigadores
recomiendan prolongar el tiempo de enfriado hasta -5° C
(convencionalmente para la congelacion del semen se utiliza una
temperatura de enfriamiento de 5° C). Investigaciones en otro
tipo de células mencionan que el proceso de congelacidon produce
alteraciones en el citoesqueleto (9). Por ello el objetivo de

este trabajo fue evaluar, a nivel ultraestructural Ila



integridad de la teca perinuclear (TP) del espermatozoide
ovino, antes Yy después del proceso de criopreservacion
considerando 2 temperaturas de enfriamiento previo al
congelamiento.

A este ultimo respecto, la TP es la principal estructura
citoesquelética de la cabeza del espermatozoide de |los
mamiferos y Qlas proteinas que [la constituyen han sido
implicadas en wuna gran variedad de procesos espermaticos
importantes, tanto durante la espermiogénesis como en la
fecundacion (10); incluyéndose entre ellos, la formacién del
acrosoma y el mantenimiento de los dominios de la membrana
plasmatica de la cabeza espermatica. Mas recientemente, los
elementos del citoesqueleto han sido involucrados en el
mantenimiento de la osmolaridad de la célula espermatica. En el
espermatozoide del bovino se ha iInformado que el proceso de
criopreservacion induce alteraciones en la TP (8). Por ello la
valoracion de la TP en el mantenimiento de 0la capacidad
funcional del espermatozoide de los mamiferos después del
proceso de criopreservacién es de gran interés para futuras

mejoras de la técnica.



CELULA ESPERMATICA

El espermatozoide es una célula altamente especializada. La

célula espermatica esta formada por dos partes principales:



cabeza y cola, aunque algunos autores consideran una tercera

region conocida como pieza de conexion o cuello.

Estructura de la cabeza

En la mayoria de las especies la cabeza espermatica es plana y
ovoide; contiene, de adentro hacia Tfuera las siguientes
estructuras: el nucleo altamente condensado, la envoltura
nuclear, la teca perinuclear (11) y el acrosoma (12). Este
ultimo es un saco membranoso que contiene una variedad de
enzimas hidroliticas, las cuales juegan un papel activo durante
el proceso de fertilizacion ya que al ser liberadas facilitan

el pasaje del espermatozoide a la zona peldcida (13).

Estructura del cuello

Este tiene forma conica, con la base mas ancha en contacto con
la cabeza y la mas estrecha en contacto con la pieza media del
flagelo; en la zona mas cercana a la cabeza presenta una
protuberancia anular conocida como envoltura redundante. Como
se menciond, la region del cuello va desde la base del nucleo
hasta la primera mitocondria de la pieza media y dentro se
pueden distinguir las siguientes estructuras: la placa basal,

los cuerpos laminares, el capitolio y las columnas segmentadas

(14).



Estructura de la cola

La cola o flagelo, es [la pieza Jlocomotora de los
espermatozoides. El movimiento de la cola es responsable de la
propulsién de los espermatozoides en los liquidos. La cola esta
conectada a la cabeza mediante una regién del cuello, conocida
como la fosa de implantacion. En la cola pueden diferenciarse
tres regiones: pieza media, pieza principal y pieza terminal.
La estructura general que recorre al flagelo es el axonema,
rodeado por las fibras densas, y se extienden desde el sitio de
insercion a la cabeza hasta el 1inicio de la pieza terminal
(11).

Tanto la cabeza como el flagelo se encuentran recubiertos por
la membrana plasmatica y en general el espermatozoide posee una
cantidad insignificante de citoplasma. La membrana plasmatica
espermatica es considerada como un mosaico de dominios, cada
uno con caracteristicas especificas, relacionados con los

procesos de capacitacion y reaccion acrosomal (11) (Figura 1).
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Figura 1.Esquema de un espermatozoide de mamifero. (Salamon
1990)



ESPERMATOGENESIS

La producciéon de espermatozoides se realiza en los tubulos
seminiferos de los testiculos.
La espermatogénesis es el proceso por el cual las
espermatogonias se dividen y se diferencian a espermatozoides.
La espermatogénesis varia de acuerdo a la especie de animal
doméstico, siendo en el carnero de 10 dias (15).
El proceso de espermatogénesis se divide en tres fases
diferenciadas:
e Fase espermatogdénica o de espermatogonias.
En esta, las células precursoras de dividen para formar una
célula precursora de reemplazo y para proporcionar una
poblacidén de espermatogonias comprometidas.
e Fase espermatocitica o de espermatocitos.
Las espermatogonias comprometidas se dividen por mitosis y
originan a los espermatocitos primarios los cuales se
dividen por meiosis para reducir el numero de cromosomas.
e Fase de espermiogénesis o de espermatides.
Aqui, las espermatides se diferencian en espermatozoides

(12) (Figura 2).
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Q O Espermatogonia
(2n cromosomas)

l Mitosis (varias divisiones)
Espermatocitos
secundarios

Meiosis II

7

Figura 2. Representacion esquematica del proceso
de espermatogénesis. (Salamon 1990)

La espermiogénesis se divide en cuatro fases:

a) Fase de Golgi: Se caracteriza por la formacién de gréanulos

por el aparato de Golgi. Estos pequefios granulos son secretados
y aparecen rodeados de una membrana lisa, que reciben el nombre
de vesiculas proacrosémicas. Las vesiculas coalescen para
formar un granulo dnico, el granulo acroésomico. Durante esta
fase, el centriolo proximal se acerca al nucleo (15).

b) Fase del capuchdén: Se caracteriza por el aumento y la

diseminacion del granulo acrosoémico sobre la superficie del
nucleo de la espermatide. Este proceso continua hasta que,
cerca de dos terceras partes de la porcion anterior del ndcleo

de la espermatide quedan cubiertas por una delgada membrana de
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doble pared que se adhiere intimamente a la envoltura nuclear.
Asi se forma una estructura homogénea que se ajusta a la
superficie nuclear a modo de sombrero denominada ‘“casquete o
caperuza” (15).

c) Fase acrosoémica: Desde su formacidén el granulo acrosémico y

el casquete de la espermatide se orientan hacia la lamina
propia del tubulo seminifero. Simultdneamente [la masa
citoplasmatica se desliza hacia el lado opuesto del nucleo de
donde se hallan el granulo y el casquete (sistema acrosomico),
el aparato de Golgi se separa del sistema acrosomico y el
citoplasma se desplaza hacia la parte caudal del nudcleo. Como
todo el citoplasma se ha desplazado, la membrana plasmatica
apoya directamente sobre todo el sistema acrosomico (15).

d) Fase de maduracidén: Esta fase de la espermiogénesis

comprende la transformacién final de las espermatides alargadas
en células que seran liberadas a la luz del tubulo seminifero.

La remodelaciéon del nucleo y el acrosoma de cada espermatide,

niciada durante la fase previa, produce espermatozoides
caracteristicos para cada especie. Dentro del nucleo, la
cromatina experimenta una condensacion progresiva, mientras que
las histonas son sustituidas por protaminas, transformandose en
un fino material homogéneo que lIlena de manera uniforme todo el

nicleo espermatico.
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Durante la fase de maduraciéon, alrededor del axonema se forma
la vaina fibrosa y las 9 fibras gruesas subyacentes. Dichas
fibras se asocian individualmente con los nuevos pares de
microtubulos del axonema y son continuas con las presentes en
el cuello del segmento conector de la espermatide. La vaina
fibrosa cubre el axonema desde el cuello hasta el inicio del
segmento caudal. EI anillo citoplasmatico migra distalmente
desde su posiciéon adyacente al nucleo, a lo largo de la cola,
hasta un punto en el que mas tarde separara el segmento medio
del segmento principal de la cola. Las mitocondrias se empacan
apretadamente en una vaina continua que se extiende desde el
cuello hasta el anillo citoplasmatico. Durante Hlas ultimas
etapas de la espermatogénesis, el manguillo desaparece y las
células de Sertoli forman entonces el citoplasma restante
después de alargarse la espermatide para convertirse en un
I6bulo esferoide [I1lamado cuerpo vresidual. Este [I6bulo de
citoplasma, que permanece unido a la espermatide alargada por
medio de un delgado Tfilamento citoplasmatico, también esta
interconectado con otros cuerpos residuales mediante puentes
intercelulares resultando de Hla division incompleta de las
células germinales durante [la espermatogénesis. Con la
formacion del cuerpo residual se completa la maduracion final,
y las espermatides alargadas estan listas para ser liberadas

como espermatozoides (15).
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CAPACITACION ESPERMATICA

Los espermatozoides sufren una serie de cambios funcionales y
bioquimicos durante su transito por el epididimo (proceso
Ilamado maduracidon epididimal) y posteriormente requieren una
fase adicional de maduracién en el tracto reproductor de la
hembra que los prepara para ser capaces de Tfertilizar. Este
proceso se conoce como capacitacion, y podemos decir que es el
conjunto de cambios que 1le confiere al espermatozoide la
habilidad para sufrir la reaccidon acrosomal, el tiempo de
capacitacion varia de acuerdo a las especies, en oveja es
alrededor de 1.5 horas (13).

La capacitacidon es necesaria para que el espermatozoide sea
receptivo a las membranas del 6vulo, se una a la zona pelucida
y sufra la reaccion acrosomal. Los eventos principales de la
capacitacion conducentes a la reaccion acrosomal incluyen:
I. ElI retiro de particulas intramembranosas del area de Ila

membrana plasmatica asociada con el acrosoma.
I1. La disminucion de la rigidez de la membrana plasmatica.
I11. E1 aumento de la concentracion del calcio [libre
intracelular.
IV. El aumento del metabolismo energético y de la motilidad del

gameto (13).
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REACCION ACROSOMAL

La capacitacion es seguida por la reaccidon acrosomal, ésta se
considera como un indicador de la capacitacion espermatica. La
reaccion acrosomal es un proceso de exocitosis. Soélo los
espermatozoides con reaccion acrosomal son capaces de atravesar
la zona peldcida, unirse a la membrana plasmatica del oOvulo y
fusionarse con éste. La zona peldcida induce la reaccion
acrosomal a través de una de sus glicoproteinas. EI mecanismo
por el cual la zona pelucida y la progesterona inducen la
reaccion acrosomal, 1involucra receptores en la membrana
plasmatica.

Inmediatamente después de la unidén del espermatozoide a la zona
pelucida, la membrana plasmatica que cubre el acrosoma y la
membrana acrosomal externa se fusionan en multiples sitios
formando vesiculas mixtas permitiendo la [liberacién del
contenido, lo que le permite al espermatozoide atravesar la
zona peldcida. Ademas la reaccidon acrosomal es un requisito

absoluto para la fusion espermatozoide-ovulo (13) (Figura 3).
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FIGURA 3. PENETRACION DEL ESPERMATOZOIDE Y REACCION ACROSOMAL
A) Espermatozoide capacitado penetrando al cumulo ovigero,

B) Formacion de vesiculas en el espermatozoide por la fusidén de
membranas y penetrando a la corona radiada, C) Reaccion del
espermatozoide penetrando a la zona peldcida. (Mac®Donalds,
2003)
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FERTILIZACION

La interaccion del espermatozoide y del huevo inicia una serie
de transformaciones que involucran a los componentes nucleares
y citoplasmaticos de ambos gametos. Estas transformaciones
constituyen el proceso de fertilizacién, y termina con la
asociacion de los grupos correspondientes de cromosomas
derivados de los pronucleos, uno de origen materno y el otro

paterno (13).

TECA PERINUCLEAR

La teca perinuclear (TP) es 1la principal estructura
citoesquelética de la cabeza del espermatozoide de los
mamiferos, ésta cubre al nucleo, excepto en la regiéon de la
insercion del flagelo (10,16,17) y ha sido involucrada en el
mantenimiento de la integridad nudcleo-acrosoma y en diversos
procesos durante la fertilizacion. La TP se encuentra formada
por la capa subacrosomal y la capa postacrosomal y esta
constituida por diversas proteinas como son; la actina, la
espectrina, la calicina, las proteinas de la banda
multipeptidica, la vimentina, calicinas, y la PERF 15 entre
otras (17).

La TP presenta una subestructura localizada a manera de

cinturén en la porcidon apical de la capa postacrosomal. En el
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espermatozoide de ovino presenta un patrén dentado como papilas
truncadas (18).

Se reporta que la subestructura se forma durante la maduracién
epididimal. En los espermatozoides del cobayo, obtenidos de la
cabeza del epididimo, la subestructura se encuentra ausente,
pero en los espermatozoides obtenidos del cuerpo del epididimo
la mayoria la presentan. Se ha observado que la subestructura
se conserva en los espermatozoides capacitados, mientras que en
los espermatozoides capacitados con reaccion acrosomal, ya sea
inducida o espontanea la subestructura se pierde (18).

La TP también Ilamada sustancia perinuclear o matriz
perinuclear. Se ensambla durante la espermiogénesis entre la
membrana plasmatica y la envoltura nuclear, participando en
ensamblaje del acrosoma y formacién de la cabeza del
espermatozoide durante la espermiogénesis. Ademas ésta
incrementa proteccion para el ndcleo durante la maduracion del
espermatozoide y fertilizacidon, incrementa su estabilidad, por
la formacion de puentes disulfuro entre sus proteinas

constituyentes, durante la maduracién epididimal (19) (Figura

4).
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FIGURA 4. Esquema de la cabeza del espermatozoide. (Gutiérrez
2006)

Funciones de la TP:

X/

s Proteger al nucleo del espermatozoide contra agentes
descondensantes externos.

% Reducir el citoplasma durante la formacion del
espermatozoide y comprimir el citoplasma residual.

« Actuar como cemento entre el nucleo y las estructuras que

lo cubren.

« Dar la forma a la cabeza durante la espermiogénesis.

« Estabilizar el acrosoma del espermatozoide.
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s Mantener los dominios, en la superficie de la region
ecuatorial, de las membranas acrosomal externa vy
plasmatica, durante la reaccidn acrosomal.

s Participar en la penetracion del espermatozoide a las
envolturas del o6vulo.

% Asi como en la activacion del huevo en el ingreso de la
cabeza espermatica al oOvulo durante el proceso de
fecundacién. Cuando cabezas espermaticas con la TP
expuesta son microinyectadas al citoplasma del ovulo,
estas forman un prondcleo bien desarrollado y el 6vulo se
activa. Sin embargo los o6vulos microinyectados con nucleo
espermaticos sin TP no se activan. Por lo tanto, se puede

decir que el citoplasma del huevo tiene la capacidad de

descondensar a la teca perinuclear (17,20).

CONGELACION DEL SEMEN

El proceso de congelamiento del semen es 1 lamado
criopreservacion, como consecuencia de este proceso, el
metabolismo de las células espermaticas se disminuye al minimo,
quedando solamente lo que ellas necesitan para sobrevivir sin
perder su capacidad para fertilizar un ovocito (21).

El semen congelado y conservado de carnero estaba limitado a la

IA debido a los bajos coeficientes de corderos que se obtenian
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por el uso del semen congelado. La fertilidad del semen
congelado, en la mayoria de los casos, se han obtenido i1ndices
del 25 al 45%. Esta baja de fertilidad del semen congelado
después de la inseminacién, esta relacionada con la reducida
viabilidad de los espermatozoides congelados-descongelados,
esto debido a que son pocos los espermatozoides viables y/o0 sin
dafio, los que llegan al lugar de la fertilizacion. (22).

ElI problema real que presenta la criopreservacion no es la
habilidad de 1la célula espermatica para mantenerse viable
durante el almacenaje a -196° C, sino la combinacion de efectos
daninos que en el proceso del congelado-descongelado tienen
sobre la fisiologia y morfologia espermatica (9).

La teoria del dafo celular por congelacién se basa en los
cambios fisicos que afectan la estabilidad celular, como el
sobreenfriamiento, que ocurre cuando la temperatura decrece por
debajo de 0° C y el agua extracelular se congela mientras que
la intracelular no lo hace al mismo tiempo ya que la membrana
funciona como una Dbarrera que impide que el cristal
extracelular crezca hacia el interior de manera continua. Es
por ello que se recomienda tasas de enfriamiento lentas que
permitan al agua salir de la célula y congelarse fuera de ella
9).

Por otra parte, también se ha utilizado la integridad del

acrosoma para predecir la habilidad fertilizante del semen
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congelado (21). Varias técnicas han sido desarrolladas para
estimar la integridad del acrosoma sin embargo, el aumento del
tamano del acrosoma, la ruptura de [la membrana acrosomal
externa o la vesiculacion de la membrana plasmatica y la
membrana acrosomal externa, no se han podido correlacionar con
la disminucion de la viabilidad del espermatozoide.

ElI citoesqueleto también se altera por la congelacion, Watson
(1995) en una revisioén sobre el dafio espermatico por el proceso
de congelacion, menciona que Hlas proteinas del citoesqueleto
espermatico que soportan las membranas plasmaticas y acrosomal,
pueden presentan despolimerizacion y repolimerizacion
dependiente de temperatura, lo cual seria el reflejo de los
rapidos cambios de volumen que sufren las células espermaticas
durante el proceso de congelacion.

Recientemente se ha demostrado que la TP del espermatozoide del
bovino se dafa durante la criopreservacion; observandose que el
porcentaje de espermatozoides con TP ausente se incrementa
mientras que el numero de espermatozoides vivos disminuye. Por
lo que se ha inferido que el dafio a la TP podria contribuir a

la reduccidon de la viabilidad del semen congelado-descongelado

(23).
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HIPOTESIS

El proceso de congelaciéon y descongelacion del espermatozoide

ovino, causa una alteracion en la Teca Perinuclear (TP).

OBJETIVO GENERAL

Evaluar a nivel ultraestructural 1la 1integridad de [la teca
perinuclear (TP) del espermatozoide ovino, antes y después del
proceso de criopreservacion considerando 2 temperaturas de

enfriamiento previo al congelamiento.
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MATERIAL Y METODOS

Obtencion de las muestras

Los animales utilizados para el presente estudio pertenecen al
Centro de Ensefianza, Investigacion y Extensién en Produccioén
Ovina (CEIEPO) de 1la Facultad de Medicina Veterinaria Yy
Zootecnia (FMVZ) de 1la UNAM. Ubicado en el km.53.1 de Ila
carretera Federal México-Cuernavaca, en el poblado de Tres
Marias, Municipio de Huitzilac, Estado de Morelos. El centro se
encuentra a una altura de 2810 m.s.n.m., el clima de la regidn
es Cb (m) (w), con una precipitacion pluvial de 1724.6 mm y una
temperatura media anual de 9.9° C. Se utilizé el semen de 4
machos de las razas Suffolk y Dorset, con una edad que oscilo

entre los 2 y 6 afios. La recoleccion del semen se realizé una
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vez por semana, utilizando la técnica de vagina artificial
descrita por Salamon (1990). Se colectaron 3 eyaculados por
macho, el semen fue dividido en dos fracciones, una de ellas se
empleo como semen fresco y la otra se congeld previo
enfriamiento a dos diferentes temperaturas (5°© C y -5° C). La

congelacion del semen se realizo en el centro.

Evaluacion del semen

En la evaluacidn macroscopica del semen fresco se tomdé en
cuenta el volumen, color y presencia de cuerpos extranos (14-
15) y en la evaluacion microscopica del semen fresco se valoro
la motilidad en masa teniendo (en un rango de 1-5), motilidad
progresiva expresada en porcentaje (considerando un porcentaje
minimo para la congelacion de 60%) y [la concentracion

espermatica por ml de eyaculado.

Congelacion de semen

Posteriormente se diluyé con un medio compuesto por Triladyl*
(1 mb), yema de huevo (1 ml) y agua bidestilada (3 ml). EI
semen se diluyéo hasta lograr una concentracién de 200x10°
células moviles, posteriormente se almacendé en pajillas de 0.25
ml que Tfueron selladas con alcohol polivinilico y colocadas
para su enfriamiento dentro de un recipiente de aluminio que
contenia alcohol etilico al 96°. El enfriado comenzé a una
temperatura de 22° C (temperatura ambiente) hasta llegar a una

temperatura de 5° C (en dos horas) y posteriormente se redujo

*Minitub
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hasta Ilegar a -5° C (en media hora mas), utilizando para ello
un refrigerador de uso doméstico. Una vez alcanzadas las
temperaturas se procediéo al congelado de las muestras en
vapores de nitrégeno Iliquido. EI método utilizado para la
congelacion es el descrito por Salamon (1990) que consiste en
que las pajillas se colocan horizontalmente en una gradilla
fria, que se expone a los vapores del nitrogeno liquido, 3-4 cm
por encima de la superficie. Transcurridos 7-8 minutos las
pajillas, con el semen congelado, se introducen en un termo
contenedor de nitrégeno liquido (-196° C) donde se almacenaron
por un periodo de 30 dias. Después de cumplirse el periodo de
congelacion, el semen fue transportado y se procesé en el

Departamento de Morfologia de la FMVZ.

Descongelacion de las pajillas

Para la evaluacion del semen criopreservado se descongelaron
dos pajillas por temperatura en un bafio Maria a 37° C durante
30 segundos.

Ambas muestras, semen fresco y descongelado fueron sometidas a

las siguientes técnicas.

Tincidon negativa

Para la valoracion de la integridad de la TP al microscopio
electrénico de transmision (MET), ambas muestras frescas vy
descongeladas fueron procesadas mediante la técnica de tincidn

negativa. Para exponer la superficie de la TP, los
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espermatozoides fueron resuspendidos a una concentracidén de
35x10° células/ml y se afiadieron 175 pl de una solucién acuosa
de Brij 36-T al 10% enseguida se incubaron por 10 minutos a
temperatura ambiente. El detergente Brij 36-T solubiliza la
membrana plasmatica y el acrosoma (23). Las muestras fueron
fijadas con Karnowsky (23) por dos horas a temperatura
ambiente, posteriormente fueron lavadas por centrifugacion a
2000 rpm durante 5 minutos, en seguida el sobrenadante fue
descartado y la pastilla fue resuspendida en PBS para ser
lavada tres veces mas utilizando una centrifuga clinica con el
mismo amortiguador. Después del ultimo lavado la muestra fue
suspendida en agua desionizada. Una gota de cada muestra fue
colocada sobre rejillas de cobre de 100 mesh cubiertas con una
membrana de colodién-carbén y se dej6é sedimentar por 10
minutos. El exceso de muestra fue retirada con el filo de un
papel filtro y Jlas células se contrastaron con acido
fosfotungstico al 0.02% en solucidén acuosa, para su observacion
al MET. De <cada muestra se evaluaron 50 células. La
caracteristica que se tomé en consideracion para la valoracioén
de la TP fue la morfologia de la subestructura. De acuerdo a

esto, las muestras fueron clasificadas como:

e Subestructura integra o normal, cuando la subestructura

presentd una apariencia en forma de grecas continulas.
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e Subestructura alterada, cuando @la subestructura presento
algun dafio, como la falta de grecas y/o interrupciones en su
continuidad.

e Subestructura ausente, fueron clasificadas las células que
no presentaron a la subestructura (figura 5).

Las muestras se observaron en un microscopio electrénico de

transmision marca Zeiss modelo EM-9 de la Unidad de Microscopia

Electronica de la FMVZ de la UNAM.

Triple tincion

ElI método de triple tincién nos permite diferenciar entre
células vivas y muertas con y sin acrosoma. Para ello los
espermatozoides Tfueron suspendidos a una concentracion de
35x10° células /ml en NaCl 154 mM, se le adicion6 100 pl de
azul de tripan al 2% en amortiguador de fosfato salino (PBS) y
se incubaron a 37°C durante 15 minutos. Posteriormente las
muestras fueron centrifugadas y el sobrenadante fue
descartado. Las muestras fueron resuspendidas y lavadas con PBS
por centrifugacidon /resuspensidén hasta que el sobrenadante se
observé  transparente, las muestras fueron fijadas en
glutaraldehido al 3% durante 30 minutos a una temperatura de
4°C, enseguida las muestras fueron centrifugadas y lavadas dos
veces con agua desionizada. Posteriormente se realizé un frotis
de cada muestra y se dejo secar al aire. Los frotis fueron

tefidos con café Bismarck al 8% en agua desionizada, pH 1.8, y
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después se lavaron con agua desionizada, se secaron al aire vy

se tifieron con rosa de Bengala al 0.8% en amortiguador de Tris

0.1

M, pH 5.3. Finalmente se lavaron con agua desionizada y

nuevamente se dejaron secar al aire (24). Su observacién se

realizé en microscopio fotdénico, marca Leite, modelo Labortux-

D, utilizando el objetivo 100x con aceite de iImersion. De cada

muestra se evaluaron 100 células, las muestras se clasificaron

de acuerdo a los patrones de afinidad y reacciéon tintorial de

esta prueba en el que se clasifican cuatro estados diferentes:

1.

Espermatozoide muerto con acrosoma intacto (acrosoma
teAido de rosa y regidon postacrosomal de color marrén
OSCUro).

Espermatozoide muerto, sin acrosoma (regiéon acrosomal y
postacrosomal de color marrén oscuro).

Espermatozoide vivo que no ha experimentado la reacciodn
acrosomica (acrosoma tefido de rosa y region
postacrosomal tefiida muy levemente por el marron).
Espermatozoide vivo que ha experimentado la reacciodn
acrosomica (regiéon acrosomal y postacrosomal tefiidas muy

levemente por el marron) (25) (Figura 6).
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ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizé en el programa Minitab

version 13.0 mediante la prueba de T-pareada, ANOVA y Pearson

(Tukey).



28

RESULTADOS

Integridad de la teca perinuclear

El porcentaje de espermatozoides con TP iIntegra en el semen
fresco fue de 86.33, mientras que en Jlos espermatozoides
descongelados fue de 59.67, y de 73.50 a 5° C y -5° C previo
enfriamiento respectivamente, encontrandose una diferencia
estadistica entre el semen fresco y descongelado (P < 0.002);
sin embargo, se observdé una tendencia numérica a una morfologia
integra a la temperatura de enfriado de -5° C (P<0.05) (Cuadro
1). En cuanto en la TP alterada se encontré6 que el mayor
porcentaje se presenté en los espermatozoides enfriados a 5° C
(38%) encontrandose una diferencia significativa sélo con el
semen fresco (12%) (P<0.001) (Cuadro 1). Por otra parte no se
encontro diferencia estadistica en cuanto a la ausencia de la
subestructura de la TP (Cuadro 1), sin embargo al comparar los
diferentes tratamientos (° C y -5° C) no se encontré
diferencia estadistica significativa (P>0.05). De igual forma,

al aplicar la prueba de T-pareada se encontré diferencia
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estadistica (P<0.05) al comparar el porcentaje de
espermatozoides con la subestructura de la TP integra vy
alterada entre las muestras de semen fresco con las
descongeladas, previo enfriado al congelamiento de 5° C y -5° C

(cuadro 2).

Integridad del acrosoma

El porcentaje de espermatozoides Vvivos con acrosoma disminuyo
por el proceso de criopreservacion, ya que mientras éste fue
del 43.92 en el semen fresco, en el semen descongelado fue del
3.33 y 2.67 para los espermatozoides enfriados a 5° C y -5° C
respectivamente, no existiendo diferencia estadistica entre las
diferentes temperaturas de enfriado pero si entre semen fresco
y descongelado (cuadro 3). Por otra parte el porcentaje de
espermatozoides muertos con acrosoma fue menor en el semen
fresco (27.83) y mayor en el semen descongelado, 54.62 y 48.58
para el semen enfriado a 5° C y -5° C respectivamente, no
existiendo diferencia estadistica entre estos dos ultimos
porcentajes. Sin embargo aritméticamente si se encontro
diferencia numérica entre los tratamientos a 5° C y -5° C pues
se presentdé un mayor porcentaje (3.33) de espermatozoides vivos
sin pérdida de acrosoma y un menor porcentaje (41.66) de

espermatozoides muertos sin acrosoma en el tratamiento a 5° C.
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Utilizando la prueba estadistica de Pearson, no se encontré
correlacion entre la integridad de la teca perinuclear y la
presencia del acrosoma.

En cuanto a @la evaluacion de 1la motilidad progresiva, se
encontrdo que el rango entre los eyaculados recién obtenidos fue
de 90-60% mientras que se observo una disminucioén considerable
en el porcentaje de la misma en los espermatozoides
descongelados. Sin embargo, los espermatozoides enfriados a -5°
C mostraron el mejor porcentaje (53.12%) con respecto a los

enfriados a 5° C (38.12%) (Grafica 1).
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DISCUSION

Se sabe que la congelacion-descongelacion altera el
citoesqueleto de las células somaticas. Los resultados en el
presente trabajo indican que la TP sufre alteraciones durante
el proceso de criopreservacion del semen de ovino. La TP es la
principal estructura citoesquelética de la cabeza del
espermatozoide de los mamiferos (10). El dafio encontrado sobre
la TP coincide con lo informado por Martinez et al. (2006) en
el espermatozoide de bovino, sin embargo el dafo encontrado en
esta ultima especie fue menor, 1o que posiblemente esté
relacionado a una diferencia en la composiciéon proteica de la

TP entre ambas especies (26).
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Existen informes donde se indica que se logra una mejora en la
viabilidad de los espermatozoides criopreservados si se
prolonga el tiempo de enfriamiento a temperaturas menores a 0°
C durante el proceso (5). Sin embargo al evaluar Ila
subestructura de la TP a las temperaturas de enfriamiento de 5°
C y -5° C no se encontr6 una diferencia estadistica
significativa. Estos resultados son contrarios a lo informado
en diversos estudios en semen de porcino y semen de ovino,
donde sefalan que el enfriado lento favorece la supervivencia
de los espermatozoides (5, 27, 28). Ademas en estos trabajos lo
que se evalué fue la motilidad y la integridad de la membrana
asi como la presencia del acrosoma. Nuestros resultados apoyan
la propuesta de que la baja en la fertilidad del semen
criopreservado podria ser atribuida no s6lo a un dafo primario
de la membrana plasmatica, sino también a dafios en otras
estructuras sensibles dentro de la célula (29,30).

El acrosoma contiene una variedad de enzimas hidroliticas, las
cuales tienen un papel activo durante el proceso de
fertilizacion ya que al ser liberadas facilitan el pasaje del
espermatozoide a la zona pelucida (13).

Existen métodos que permiten distinguir en una misma
preparacion la viabilidad de 1la célula espermatica y su
integridad morfoldgica (acrosoma) (31). En este estudio la

observacion de espermatozoides vivos Yy muertos con Yy sin
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acrosoma se hizo mediante el uso de la triple tincion. Algunos
investigadores sefialan que las tinciones supravitales clasicas
no son apropiadas para predecir la viabilidad de |los
espermatozoides descongelados ya que la presencia del glicerol
interfiere con la tincion diferencial entre células vivas y
muertas (32). Los resultados obtenidos en este trabajo
coinciden con lo anterior pues la técnica de triple tincidn
solo pudo ser valorada en el semen fresco, ya que al utilizarla
en la evaluacion de semen descongelado se obtuvieron resultados
no concordantes al compararlo con la motilidad progresiva.
Posiblemente es necesario hacer modificaciones a la técnica
para obtener mejores resultados ya que en el espermatozoide de
bovino si ha sido utilizada (23). Por otra parte, la
interferencia de la técnica con la valoracion del acrosoma en
el semen descongelado sea una de las razones por las que no se
pudo obtener wuna relacion entre el dafio sufrido en la
subestructura de la TP y la pérdida de acrosoma, como fue
reportado por Martinez et al. (2006).

Con respecto al porcentaje de motilidad progresiva si existio
diferencia numérica entre las temperaturas de enfriado, siendo
el porcentaje de células motiles mayor en los espermatozoides
descongelados previamente enfriados a -5° C, estos datos
coinciden con lo informado por Flores (2005) en semen porcino.

Ademas, los resultados de este trabajo mantienen una tendencia
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numérica similar a otros trabajos publicados (5), donde el
enfriado por debajo de los 0° C mejora la viabilidad de los
espermatozoides del ovino.

A pesar de que no se encontré una diferencia significativa
entre los tratamientos de enfriado, los datos encontrados en
este trabajo muestran una tendencia, por lo menos numérica, a
que el enfriado a la temperatura -5° C es mas favorable para la

criosupervivencia de los espermatozoides de carnero.
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CONCLUSION

La criopreservacion altera la TP del espermatozoide ovino. Se
recomienda en un futuro mejoras a la técnica de triple tincidn
para la valoracién del acrosoma o el uso de otra técnica. Esto
ultimo con la finalidad de establecer una posible relacion
entre la integridad del acrosoma con la integridad de la TP.
Ademas, seria de gran interés comparar los hallazgos de
laboratorio contra los resultados de fertilidad y prolificidad

Iin vivo en borregas inseminadas artificialmente.
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CUADRO 1 _EVALUACION DE LA INTEGRIDAD DE LA SUBESTRUCTURA DE LA TP ENTRE SEMEN FRESCO Y
DESCONGELADO ENFRIADO A 5° C Y -5° C. (ANOVA)

TP Fresco| 5°C -5©C | Valor de P
% % %

Integra 86.33 |59.67|73.50|0.002%

Alterada 12 38 24.67 1 0.001%
Ausente 1.66 2.32 1.834|0.841

*Existe diferencia estadistica significativa en por lo menos uno de los tratamientos P < 0.05

CUADRO 2.EVALUACION DE LA INTEGRIDAD DE LA SUBESTRUCTURA DE LA TP ENTRE TRATAMIENTOS. (T-
PAREADA)

TP Fresco 5° C -5° C
Integra 86.33+/-4.48° 59.67+/-5.87" 73.504/-4.06°
Alterada 12+/-4.11° 38+/-5.44" 24.67+/-2.80°

Literales diferentes indican diferencia estadistica significativa P < 0.05
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INTEGRIDAD DE LA SUBESTRUCTURA DE LA TECA PERINUCLEAR

FIGURA.5. Ultramicrofotografias de cabezas de espermatozoides de ovino contrastadas con
tincién negativa, donde se observa la integridad de la subestructura de la teca
perinuclear (TP).

a) Subestructura normal mostrando las papilas (flecha) distribuidas a lo largo del borde
apical de la PA y la delimitacidén de las mismas por una linea contintua.

b) Subestructura alterada mostrando la pérdida de algunas papilas (flecha).

c) Cabeza espermatica mostrando la ausencia de la subestructura (flechas) de la TP.

Barra 1 um. SA: capa subacrosomal de la TP; PA: capa postacrosomal de la TP.
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CUADRO 3. EVALUACION ENTRE PATRONES DE ESPERMATOZOIDES FRESCOS Y DESCONGELADOS TENIDOS CON
TRIPLE TINCION.

PATRONES FRESCO 5° C -5 °C

% % %
Muertos con acrosoma 27.83% 54.67° 48.58"
Muertos sin acrosoma 25.00° 41.0° 47.83°
Vivos con acrosoma 43.92° 3.33% 2.67°
Vivos sin acrosoma 3.25% 0.3° 0.92°

Literales diferentes indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos (P < 0.05)

GRAFICA 1. PORCENTAJE DE MOTILIDAD PROGRESIVA DE LOS ESPERMATOZOIDES FRESCOS Y
DESCONGELADOS (ENFRIADOS A 5° C Y -5° C).
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FIGURA 6. MICROSCOPITA DE LUZ MOSTRANDO LOS PATRONES EN LOS ESPERMATOZOIDES TENIDOS CON LA
TECNICA DE TRIPLE TINCION (utilizando el objetivo 100x) .

a) Vivo con acrosomal, b) Muerto sin acrosoma?, muerto con acrosoma3, c) Vivo con
acrosoma', muerto sin acrosoma’, muerto con acrosoma’, d) Vivo con acrosoma’.
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