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RESUMEN

MARTINEZ OROPEZA CARMEN OMEGA. Efecto del congelamiento y
descongelamiento sobre la teca perinuclear del espermatozoide de bovino. (Bajo
la direccion de: Dra. Ma. de Lourdes Juarez Mosqueda. Dr. Javier Valencia

Méndez y Dr. Jorge Hernandez Espinosa).

En la actualidad ta industria de la inseminacion artificial bovina se ha visto limitada
por una pérdida de la viabilidad de las células espermaticas de un 40 a 50%
después del proceso de criopreservacion. Esta baja en la viabilidad no se ha
podido correlacionar con tos dafos que ocurren en la membrana plasmatica ni en
el acrosoma. En el presente trabajo se investigd el dano de las células
espermaticas ocasionado por el congelamiento vy descongelamiento.
particularmente en la teca perinuclear ya que es de suma importancia en el
proceso de fertilizacion. Se utilizé el semen de 7 toros de diferentes razas y fines
zootécnicos del centro de procesamiento de semen REKA (Querétaro). Antes y
después de la criopreservacion del semen se evalud la integridad y funcionalidad
de 1la membrana plasmatica (prueba hiposmética), el porcentaje de
espermatozoides vivos y muertos (triple tincion), la integridad del acrosoma (triple
tincion) y la integridad de la teca perinuclear (tincion negativa para microscopia
electronica de transmision). Los resultados obtenidos se analizaron
estadisticamente por la prueba de T de Student y la prueba de correlacion de
Pearson y su analisis de regresion. Los resultados mostraron que después de la

descongelacion del semen la integridad de la teca perinuciear disminuyé de 84.8%



a 47.4%, mientras que jos porcentajes de espermatozoides con teca perinuclear
alterada y ausente aumentaron considerablemente de 12% a 41.7% y de 3.1% a
10.8% respectivamente. Encontrandose diferencias significativas entre los valores
de las muestras previas al congelamiento y posterior a! descongelamiento.
Adicionalmente, los resultados mostraron que existe una correlacion negativa
entre espermatozoides que presentan la teca perinuclear ausente y los
espermatozoides vivos con acrosoma intacto. Si bien no existid una correlacion
significativa., poco faltd para que existiera una relacidon entre la presencia de
espermatozoides con teca perinuclear normat y los espermatozoides vivos con

acrosoma intacto.
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INTRODUCCION

El método mas usual para la conservacion del semen involucra la inhibicion de la
actividad metabdlica mediante la reduccidon de la temperatura. A temperaturas
cercanas a cero la motilidad de los espermatozoides se pierde, sin embargo
alguna actividad metabdlica persiste. La actividad metabdlica sélo se suspende
totalmente con temperaturas por debajo de los -196° C (De Alba, 1985).

La criopreservacién del semen ha sido aplicada como técnica de rutina en el
procesamiento del semen del toro para inseminacion artificial (IA) (De Leeuw y
col., 1990). La técnica ha procurado ante todo mantener la capacidad fertilizante
del espermatozoide. El uso de diluyentes de semen a base de medios especificos
a los que se les ahade yema de huevo. leche u otras lipoproteinas y glicerol, han
permitido Ia conservacion por iargo tiempo de los espermatozoides en nitrogeno
liquido. El glicerol suele anadirse para proteger al espermatozoide contra los
efectos letales del congelamiento. Sin embargo, la industria de la IA bovina se ha
visto limitada por una pérdida de la viabilidad del espermatozoide de un 40 a 50 %
después del proceso de criopreservacion (Ostermeier y col., 2000).

Factores importantes en la técnica de criopreservacion como la velocidad de
enfriamiento/congelacion, la de descongelacion y la presencia de crioprotectores,
asi como las interacciones entre estas variables y la capacidad protectora de
diferentes crioprotectores sobre la célula espermatica han sido evaluados por un
gran numero de investigadores (Pace. 1981; De Leeuw y col., 1990). También han
sido valorados algunos factores adicionales que pueden afectar la capacidad

fertlizante de l1a célula espermatica. como son el propio medio de criopreservacion



y el tiempo de almacenamiento de las muestras. (Iguer-Ouada y col., 2001). Como
resultado de estos estudios, las técnicas de almacenaje usadas para el semen del
toro han sido mejoradas a través de los afnos. A pesar de ello, la preservacion a
baja temperatura aun trae consigo efectos desfavorables sobre la sobrevivencia
de los espermatozoides (De Leeuw y col., 1990).

La evaluacion de la morfologia espermatica debe ser un componente importante
del estudio de la integridad espermatica. que podria ser usada como indicador de
la habilidad de los espermatozoides para sobrellevar los procesos de

congelamiento y descongelamiento, y de esta manera permitiria evitar el uso de

cierto semen para el proceso de IA (Rodriguez-Martinez. 2000).

LA CELULA ESPERMATICA
E! espermatozoide o gameto masculino, es una célula muy especializada, que
posee un solo juego del numero corriente de cromosomas de la especie (Moore,

1985).

La célula espermatica madura ha sido dividida en tres regiones (Flesch y col.,

2000):
a) La cabeza, que consiste de un nucleo condensado, la teca perinuclear y el
acrosoma.
b) El cuello, que une a la cabeza con el flagelo.
c) El flagelo. que contiene el axonema, ias mitocondrias y otros elementos

estructurales responsables del movimiento de la célula.



Estructura de la cabeza

La forma de la cabeza es caracteristica de cada especie. esta tiene la forma de
hoz en el espermatozoide de la rata y el raton y es aplanada y redonda en el
espermatozoide del hombre y de los animales domésticos. El nicleo espermatico
de los mamiferos es mas condensado y alargado que el de las células somaticas y
su forma también es caracteristica de cada especie. Generalmente, la cromatina
tiene una densidad uniforme. debido al alto grado de compactacion del DNA, pero
puede llegar a contener pequenas areas claras, llamadas vacuolas nucleares. EIl
arreglo de la cromatina se debe a ia presencia de una clase Unica de proteinas
cromosomicas:; las protaminas. La envoltura nuclear del espermatozoide de los
mamiferos. que se relaciona de manera muy estrecha con la cromatina. posee
varios rasgos estructurales poco comunes. Esta consiste de 2 membranas
separadas de 7 a 10 nm: cerca del polo caudal de la cabeza espermatica, la
membrana nuclear y la membrana plasmatica se fusionan y forman el anillo
posterior, el cual aparentemente actua como un sello para separar la cabeza y el
flagelo en compartimentos. Mas abajo del anillo posterior, ia envoltura nuclear
asume una apariencia mas tipica. las membranas se separan por 40 a 60 nm y se
extienden en la regidon det cuello lejos de la cromatina. Esta ultima area recibe el
nombre de “"envoltura redundante” y contiene los poros nucleares (Bellvé y
O'Brien, 1983). La envoltura nuclear que cubre la superficie caudal de la cabeza
esta de nuevo desprovista de poros. y sus membranas estan estrechamente

sobrepuestas una a la otra (Fawcett, 1970).




La teca pefinuclear es una estructura citoesquelética que rodea ai nucleo, excepto
donde el flageio se inserta a la cabeza (Courntens y col.. 1976). Su estructura y
funcion son presentadas mas adelante.

El acrosoma es un organeio en forma de capuchon, envuelto en una membrana
que se adapta estrechamente a los contornos de la parte anterior del nucleo. La
membraﬁa acrosémica interna. la que esta adherida a la envoltura nuclear, se
continua en el margen posterior del capuchon con la membrana acrosomal
externa. Las dos membranas corren paralelamente una a la otra en fa mayor parte
de su curso y rodean una cavidad estrecha que estd ocupada por un material
amorfo y homogéneo. el contenido acrosomico rico en enzimas como:
glucosidasas acidas. proteasas., esterasas, fosfatasa acida y arilsulfatasa
(Fawcett, 1970). La forma y tamaino del acrosoma varia considerablemente entre
las especies. La porcion principal del acrosoma se llama segmento principal.
Ademas en todas las especies de mamiferos hay una region caudal especializada.
en la que se da un abrupto estrechamiento del capuchéon y una ligera
condensacion de su contenido y se le da ef nombre de segmento ecuatorial. El
acrosoma juega un papel activo durante la fecundacion (Haila y Tulsani, 2000).
Estructura del cuello

Esta region se extiende entre la cabeza y ia pieza media del flagelo. La porcion
mas cercana a la cabeza es la llamada pieza de conexion y une a la cabeza con el
flagelo. En su extremo anterior esta region (articular) recibe el nombre de capitolio
y se une a la placa basal del nucleo por una serie de filamentos finos. En el
extremo caudal del cuello. la pieza de conexibn esta compuesta de nueve

columnas estriadas © segmentadas. Estas columnas estan orientadas




longitudinalmente y estan compuestas de bandas claras y densas en forma
alternada y grad’ualmeme se fusiona con el capitolio. En el interior de la pieza de
conexion, inmediatamente por debajo de la superficie articular del capitolio, hay un
centriolkcl’)zpr»dkimal orientado transversalmente. En los espermatozoides maduros

falta géneralmeme el centriolo distal. Otras estructuras dentro de la region del

cuello |vnty:luyen la porcion redundante de la envoltura nuclear, una o dos
mitocondrias que se extienden de la pieza media de! flagelo, los segmentos
iniciales de las fibras densas externas vy la extension anterior del par de
microtibulos centrales del axonema. En algunos espermatozoides el cuelio puede
estar rodeado por una masa de buen tamafo de citoplasma residual. pero en la
mayoria de los mamiferos. esta gota citoplasmica o falta en los espermatozoides
maduros o se localiza en el extremo distal de la pieza media de! flagelo (Fawcett,
1970; Bellvé y O Brien, 1983).

Estructura del flagelo

Es la porcion movil de la célula que se subdivide en tres segmentos: la pieza
media, la pieza principal y la pieza terminal. La caracteristica comun de los tres
segmentos es la presencia del axonema central con un arreglo tipico de 9
dobletes de microtubulos periféricos y dos microtibulos centrales ("9+2"). La
pieza media se extiende desde el cuello hasta el anillo posterior y constituye ia
porcién mas ancha del flagelo. El axonema central aparece rodeado por nueve
fibras simples. mas gruesas y de contorno irregular. denominadas, “fibras densas
externas”. Las mismas nacen de las columnas estriadas de la pieza de conexion

por lo que también presentan las estriaciones. Por fuera de las fibras densas




externas se encuentran las mitocondrias a manera de collar. es la vaina
mitocqndrial (Fawcett, 1970).

La pieza prr‘ihcripyla‘l es el segmento mas largo del flagelo. El axonema se mantiene
rod'e"a:db"éor‘»laév> nueve fibras densas externas, las que presentan grandes
variac qnés gde't.amaﬁo y suelen desaparecer hacia el final de la pieza. Por fuera
de Ia's"fg"bra:s:exlernas existe la denominada “vaina fibrosa”. Esta presenta dos
engrosémientos que corren a los largo de la pieza (columnas longitudinales) y de
las que se desprenden las “fibras circunferenciales”, que abrazan a las fibras
densas externas. Las fibras circunferenciales se ramifican y anastomosan entre
si. En la pieza terminal (la porcidon mas corta del flagelo) solo persiste en el
axonema embebido en una matriz amorfa y directamente rodeado por la

membrana plasmatica (Fouquet y Kann, 1994).

ESPERMATOGENESIS

La espermatogénesis comprende la serie completa de fenomenos mediante los
cuales las espermatogonias se transforman en espermatozoides. Clasicamente se
divide en tres fases:

a) Espermatocitogénesis: comprende {a proliferacion de las espermatogonias
para dar origen a los espermatocitos primarios. Simultaneamente. esta
proliferacion asegura el mantenimiento del nuamero original de
espermatogonias (renovacion) (Hafez . 1987).

b) Proceso meidtico: mediante una pnmera divisién meidtica los espermatocitos

~

primarnios originan a los secundarios. Estos sufren la segunda division meictica

para convertirse en espermatides (Hafez. 1987).




c) Espermiogénesis: las espermatides pasan por un fenomeno de transformacion
cilplégica éué termina con la formacion de los espermatozoides (Hafez. 1987).
Hay :que,iéner en cvuenta que {a espermatogénesis ya se esta preparando e€n la
vida’ ‘ga;r-ipndna'llia' mediante la multiplicacion de las células germinales primitivas
(gonbcitos). De"este proceso resulta la formacion de las espermatogonias que
con;»iéﬁéan a poblar los cordones sexuales (Haila y Tulsani, 2000).
Las espermatogonias, que han estado inactivas en {os tibulos seminiferos de los
testiculos desde el periodo fetal, comienzan a aumentar de numero en la
pubertad (Haila y Tulsiani. 2000).
El testiculo del animal joven prepldaber posee cordones angostos poblados por
espermatogonias y células de sostén. La liberacion de gonadotrofinas a la sangre
por parte de la hipofisis constituye el hecho crucial de la puberntad. Las mismas
promueven la diferenciacion de las células sustentaculares (células de Sertoli) e
inician el proceso espermatogénico al promover la transformacion de las
espermatogonias en espermatocitos (Hafez, 1987).
Primero las espermatogonias madres (tipo A) proliferan por division mitética para
perpetuarse a si mismas y dar a la vez origen a varias generaciones sucesivas de
espermatogonas. cada una de las cuales esta un poco mas diferenciada que la
precedente. La division de la ultima generacion de espermatogonias (tipo B) da
origen a los espermatocitos primarios (Haila y Tulsiani. 2000; Moore, 1985). Cada
espermatocito primarioc pasa por una larga profase. en la primera division
medtica. (Hala y Tuilsiani, 2000) para finalmente dividirse y formar dos
espermatocitos secundarios, los cuales presentaran una segunda division

meidtica dando lugar a cuatro espermatides haploides (Moore. 1985). Las




espermatides sufriran un remodelamiento gradual de los componentes nucleares.
que ocasionara que pasen de ser células redondas a células espermaticas con
una cabeza (que contiene al nucleo y el acrosoma) y el flagelo. en ei proceso
llamado espermiogénesis (Haila y Tulsiani. 2000).

La espermiogénesis es un proceso dependiente del ambiente especifico que eé
brindado por las células somaticas del testiculo (células de Sertoli y de Leydig) y
requiere regulacion endocrina y para-autocrina asi como de una interaccion ceélula-
célula directa (Haila y Tulsiani, 2000).

Es conveniente dividir a la espermiogénesis en cuatro fases: fase de Golgi. fase
de capuchoén. fase acrosomica y fase de maduracion (Fawcett, 1970).

Fase de Golqgi;: Se caracteriza por la formacion de granulos por el aparato de
Golgi. Estos pequefios granulos son secretados y aparecen rodeados de una
membrana lisa. que reciben el nombre de vesiculas proacrosomicas. Las
vesiculas coalescen para formar un granulo Gnico. el granuto acrosomico. Durante
esta fase. el centriolo proximal se acerca al nucleo (Hafez, 1987).

Fase del capuchon: Se caracteriza por el aumento y la diseminacién del granulo
acrosomico sobre la superficie del nuacleo de ta espermatide. Este proceso
continda hasta que. cerca de dos terceras partes de la porcion anterior del nucleo
de la espermatide quedan cubiertas por una delgada membrana de doble pared
que se adhiere intimamente a la envoltura nuciear. Asi se forma una estructura
homogeénea que se ajusta a la superficie nuclear a modo de “sombrero”.
denominada "casquete o caperuza®” (Hafez, 1987).

Fase acrosomica: Desde su formacion el granulo acrosomico y el casquete de la

espermatide se orientan hacia la lamina propia del tubulo seminifero.

100




Simultaneamente la masa citoplasmatica se desliza hacia el lado opuesto det
nucleo de donde se hallan el granulo y el casquete (sistema acrosémico). El
apafatcﬁ:‘ de Golgi se separa del sistema acrosomico y el citoplasma se desplaza
hacia la parte bcaudal del nucleo. Como todo el citoplasma se ha desplazado. la
me‘r_nb['én'a plasmatica apoya directamente sobre todo el sistema acrosomico
(Delho:‘n y Lawzewitsch. 1985; Hafez, 1987).

Fase de maduracion;: El acrosoma adquiere gradualmente la forma caracteristica
de cada especie. La cromatina se condensa y hace que el nucleo tome el tamario
y la forma tipicos de cada especie. En el polo opuesto al acrosoma uno de los
centriolos se orienta perpendicularmente a la superficie celular y se encarga de
formar al flagelo y se constituye el cuerpo basal del mismo. Este centriolo se
denomina “centriolo proximal®. Durante la formacion del flagelo. el centriolo sufre
cambios que lo hacen desaparecer como entidad morfologica. El otro centriolo se
orienta perpendicularmente con respecto al anterior y recibe el nombre de
centriolo proximal. Al mismo tiempo se producen microtibulos citoplasmaticos que
se asocian lateralmente para formar una estructura llamada "manguito”, que se
proyecta hacia la parte posterior desde el borde caudal del acrosoma, en donde
rodea laxamente al axonema. Justamente con su aparicion. la espematide se
alarga de tal manera que la masa fundamental del citoplasma se desplaza atras
del polo caudal del nucleo. donde rodea la parte proximal del flagelo. Dentro del
manguito una estructura llamada cuerpo cromatoide. se condensa alrededor del
axonema y da lugar a una estructura llamada anillo. El flagelo en este momento
esta constituido solo por el axonema. En |a diferenciacion subsiguiente del flagelo

se forman las nueve columnas segmentadas orientadas longitudinaimente en



torno a los centriolos. Estas se unen entre si proximalmente y en la base det
nucleo para constituir {a pieza de conexion. Distalmente, los nueve elementos
estructurales qué forman la pieza de conexion se reunen en nueve fibras densas
longitudinales que se desarrollan inmediatamente por fuera de los dobletes del
'axonema. A medida que se mueve hacia atras, el manguito desaparece y las
mitocondrias se reunen en torno a la pieza media del flagelo y se van disponiendo
helicoidalmente (Flesch, y col.. 2000: Haita y Tulsani 2000).

£l exceso de citoplasma forma el denominado “cuerpo residual” que permanece
cerca de l|la pieza media del flagelo hasta poco antes de la espermiacion
(liberacion del espermatozoide del epitelio seminifero) (Fawcett, 1970: Haila y
Tulsiani, 2000).

El volumen celular de las espermatides se reduce aproximadamente en un 25% de
su volumen original debido a pérdida de agua y pérdida de citoplasma, que ocurre
justo antes de la liberacion y separacion del cuerpo residual. Los cuerpos
residuales son formados en el momento en que los espermatozoides son
liberados del epitelio. Estos cuerpos residuales contienen RNA empaquetado y
organelos como el aparato de Golgi. reticulo endoplasmico. lisosomas y

peroxisomas (Flesch y col.. 2000)

MADURACION ESPERMATICA

En un inicio los espermatozoides recién liberados del testiculo son inmodviles e
incapaces de unirse a la cubierta extracelular del huevo. la zona pelacida, y asi
ferulizarlo. Para fertilizar un huevo, el espermatozoide debe de sufrir una serie de

cambios funcionales y bioquimicos durante su transito por el epididimo (proceso



Itamado maduracién epididimal) y posteriormente en el tracto genital femenino
(proceso ltamado capacitacion espermatica). ya que solamente los
espermatozoides maduros y capacitados son capaces de reconocer y unirse a la
Zona peldcida (ZP) (Haila y Tulsiani, 2000). En {a mayoria de las especies de
mamiferos, las células espermaticas alcanzan su completa madurez cuando
llegan al final de la cauda del epididimo (Flesch y col., 2000).

Durante el transito epididimal ios espermatozoides de los mamiferos experimentan
algunas modificaciones entre las cuales se pueden mencionar: cambios en la
membrana plasmatica (Flesch y col.,, 2000) y !la adquisicion de movimiento
(Hoskins y col., 1978). Este ultimo cambio no depende de ia disponibilidad de
energia. los efectos estimulantes de la motilidad estan mediados por un
incremento en el adenosin monofosfato ciclico (AMPc) intracelular (Gabers y col.,
1973). El efecto del AMPc en la motilidad espermatica puede ser directo o
mediado por ia fosforitacion de proteinas. Algunas proteinas del flagelo

espermmatico, como por ejemplo la tubulina y la dineina, son fosforiladas en

asociacion con la motilidad aumentada (Aitken, 1997).

CAPACITACION Y REACCION ACROSOMAL

La capacitacion y la reaccion acrosomai son dos procesos fisioldgicos que el
espermatozoide de los mamiferos debe de sufrir en secuencia previo a la fusion
con el gameto femenino. In vivo, para que el espermatozoide eyaculado pueda
fertilizar al 6vulo, requiere un periodo de residencia en el tracto reproductor de la
hembra (Visconti y col., 1995). Esta adquisicién de competencia ha sido definida

como capacitacion. También la capacitacion se define como el conjunto de
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cambios que le confiere la habilidad al espermatozoide para sufrir la reaccion
acrosomal (RA) y fertilizar al ovulo (Visconti y col.. 1995). Durante el pasaje del
espermatozoide por el tracto de la hembra. éste es sujeto a una serie de
modificaciones bioquimicas y funcionales. Los espermatozoides también pueden
capacitarse /n vitro en un medio gquimicamente definido que contenga albumina.
una fuente de energia (glucosa o piruvato) y otros componentes de la solucion
Krebs-Ringer bicarbonatada (Haila y Tulsiani, 2000). Se sabe que durante la
capacitacion., en el espermatozoide, ocurre un aumento en la concentracion de
caicio libre intracelular, asi mismo en ia fluidez de la membrana plasmatica, en el
metabolismo energético y en la motilidad del gameto (Yanagimachi, 1994). Estos
cambios son el resuitado de la remocion de glicoproteinas y/o proteinas
adsorbidas en la superficie del espermatozoide eyaculado. la reorganizacion de
moléculas de la superficie y la pérdida de colesterol. El requerimiento de calcio
presumiblemente es un refiejo de la dependencia de calcio de la adenilato. ciclasa
espermatica. Esto debido a que se ha observado que durante la capacitacion
existe una elevacion en los niveles de AMPc y en la fosforilacion de proteinas
espermaticas. Una de las proteinas fosforiladas durante la capacitacion es la
fosfolpasa C que cataliza la conversion del fosfatidilinositol trifosfato en
diacilglicerol e inositol trifosfato. ios cuales han sido involucrados en el incremento
de la fluidez de la membrana plasmatica y también del aumento en su capacidad
fusogeénica (Aitken, 1997).

La RA es un proceso de exocitosis del acrosoma que conduce a la liberacién de
una gran variedad de enzimas hidroliticas y proteoliticas, principaimente la

acrosina y la hialuronidasa. las cuales son esenciales para que el espermatozoide
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atraviese las envolturas el ovulo. La RA también provoca modificaciones de
algunas proteinas de la membrana plasmatica a nivel del segmento ecuatorial y
postacrosomal necesarias para la fusion con la membrana del évulo. In vivo. 1a RA
es inducida por una glicoproteina de la zona pelucida (ZP3) que actua como un
ligando para uno o Mas receptores espermaticos. La progesterona, secretada por
las células que rodean al 6évulo (cumulo ovigero) y presente en el fluido folicular,
también es un inductor de ia RA. El mecanismo por el cual la ZP y |1a progesterona
inducen la RA involucra receptores de [a membrana plasmatica, vias de
senalizacion y de transduccidn de senales intracelulares activadas por la
interaccion entre estos agonistas y sus receptores (Patrat y col.. 2000).

Inmediatamente después de la union del espermatozoide (receptor) a la ZP
(ligando). la membrana acrosomal externa se fusiona en multiples sitios con la
membrana plasmatica que recubre al acrosoma, i0 que resulta en la liberacion del
contenido acrosomal. De manera particular, la membrana plasmatica de la region
ecuatorial no participa en la fusién con ta membrana acrosomal externa (Flesch y
col.. 2000). La RA es un requisito absoluto para la fusidn espermatozoide-6vuio.
Esta observacion sugiere que, como resultado o concomitantemente con la RA, la
membrana plasmatica que recubre el segmento ecuatorial sufre un cambio
fisiologico mayor que vuelve al espermatozoide competente para fusionarse. Por
lo tanto. fa membrana sobre el segmento ecuatorial posee una proteina con
propiedades fusogénicas. Una molécula de adhesion candidata para este proceso
de union es la proteina espermatica cirestestina. La cirestestina pertenece a la

familia de proteinas de adhesidon a matriz extracelular (ADAMS). Esta proteina se




asocia con la membrana acrosomal interna. y durante el proceso de capacitacion

y/o RA migra al segmento ecuatorial (Flesch y col., 2000).

FERTILIZACION

La interaccion del espermatozoide y del évulo inicia una serie de transformaciones

que involucran a los componentes citopiasmicos y nucleares de ambos gametos.

Estas transformaciones constituyen el proceso de fertilizacion. la cual ha sido

definida como un fenodmeno multiple que comienza con la interaccion y

subsecuente fusion de los gametos y culmina con la asociacion de los

cromosomas correspondientes derivados de los dos prondcleos. uno de origen

materno y otro paterno (Flesch y col.. 2000).

Los aspectos esenciales de la fertilizacion son:

(a) La asociacion del genoma materno y del paterno (herencia bipaternal) y

(b) La activacion del ovuilo: modificacion de su metabolismo gque conlleva a la
formacion del segundo cuerpo polar y a la diferenciacion del évulo fertilizado
(cigoto).

Inmediatamente después de la incorporacion del espermatozoide al citoplasma del

huevo la envoltura nuclear se rompe. Como resultado de este rompimiento la

cromatina espermatica queda rodeada solo por la teca perinucelar. Esta ultima

representa una barrera para la descondensacion del material genético del macho

(Kimura y cotl.. 1998).
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CONGELACION DEL SEMEN

El proceso de congelamiento del semen es llamado criopreservacion. Como
consecuencia de éste proceso. el metabolismo de las células espermaticas se
dismiﬁuygal minimo. quedando solamente o que ellas necesitan para sobrevivir
sin berqer su capacidad para fertilizar un huevo (Buhr y col.. 1989).

La meta‘ final en la conservacion del semen es la de obtener, después de la
inseminacion artificial, tantas gestaciones eficaces como en el apareamiento
natural. Adicionalmente, esta técnica permite almacenar el semen de animales
valiosos: eliminar las limitaciones de manejo y/o sanitarias que impedirian la
utilizacion de algunos individuos y facilita la transferencia del material genético

(Eberhard. 1995; Holt. 1996).

Antecedentes

El primero en observar que los “"animalitos™ del semen resistian el congelamiento
fue Van Leewenhoeck (1677). ya que estos volvian a moverse al descongelarse
(Valencia. 1986).

£n 1803. Spallanzani demostré que el componente fertilizante de! semen podia
filtrarse y retenerse aparte del liquido seminal. El investigador encontré que el
liquido filtrado era estéril en tanto que el resto era altamente fértil. En ese mismo
ano. Spallanzani informd que el semen enfriado con nieve No moria sino que solo
se tornaba inmowvil hasta que se le exponia a! calor, después de lo cual seguia
movil por varias horas (Bearden, 1985).

Davenport (1897) observo que e! semen del ser humano también era capaz de

sobrevivir al congelamiento (Valencia. 1986).




Phillips y Lardy (1930) de la Universidad de Wisconsin. descubrieron un medio
nutritivp' amortiguador a base de fosfatos y yema de huevo para diluir el
eyacyuvlad'o. que ademas de proteger a los espermatozoides durante el enfriamiento
a paﬁi'rvde la temperatura corporal hasta los 5° C. los proveia de una fuente de
energia para su metabolismo y prevenia el cambio de pH. Con este diluyente los
espermatozoides permanecian viables (capaces de fertilizar a los 6vulos) hasta
por tres o cuatro dias (Bearden, 1985).

Mas tarde, Salisbury y colaboradores mejoraron este diluyente al sustituir por
citrato de sodio los fosfatos utilizados por Phillips y Lardy. La ventaja de dicho
diluyente (citrato-yema de huevo) era la visibilidad del espermatozoide bajo el
microscopio. pues permitia una determinacién mas exacta de la motilidad después
de la dilucion. Después de la segunda guerra mundial, Alquimist, de la
Universidad Estatal de Pennsylvania. fue el primero en comunicar el uso de |a
penicilina para e! contro! de los contaminantes bacterianos del semen (Bearden,
1985).

Jahnel (1938) congeld testiculos de conejos sifiliticos y al descongelarios pudo
observar espermatozoides con movimiento (Valencia. 1986).

En 1948, Parkes y Polges desarrollaron con gran éxito un método para congelar
y almacenar espermatozoides a temperaturas muy bajas. Descubrieron que el
glicerol protegia a los espermatozoides del gallo durante los procesos de
congelacion y descongelacion. Inicialmente este meétodo no tuvo éxito con el
semen de mamiferos. Sin embargo. encontraron que si se mezclaba el semen
con el glicerol y se dejaba reposar durante una noche antes de la congelacion. el

metodo funcionaba. En la actuahdad a éste periodo se le conoce como de
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equilibrio y en este tiempo los espermatozoides absorben parte del glicero! para
reemplazar cierta cantidad de agua en la céluta. El glicerol actua como
anticongelante para evitar la formacion de cristales de agua durante la
congelacion. Estos investigadores utilizaron hielo seco como refrigerante y
almacenaron los espermatozoides a —79° C (Bearden, 1985).

En el mismo afo, Sorensen introdujo el uso de las pipetas de plastico para el
almacenamiento de semen (Bearden, 1985).

La primera publicacion en que se ponia de relieve el éxito de congelar y
descongelar el semen de gallo, sin que éste perdiera su motilidad. aparecid en
1949. Los autores Polge, Smith y Parkes. de la Universidad de Cambridge,
Inglaterra. dieron a conocer al poco tiempo. |3 sobrevivencia de! espermatozoide
del toro at congelamiento (De Alba, 1985).

Polge Y Rowson (1952) publican el nacimiento del primer becerro vivo nacido de
inseminacion con semen congelado (Valencia. 1986).

Pares en 1953, Jakobson en 1956 y Adler en 1959 y 1961, proporcionaron
informes sobre semen congelado en pajillas. En 1957, el servicio de
Reproductores Americanos inicid el uso del nitrogeno liquido como refrigerante
para la congelacién y el almacenaje del semen al vacio, en tanques de acero
inoxidable (Bearden, 1985).

Nagase y rol. (1964) desarrollan el método de pellets para congelar a los
espermatozoides (Valencia, 1986).

En Francia. Cassous de L’Aigle. padre e hijo. desarrollaron pipetas para la

aplicacion del semen en tres etapas. En 1968 desarrollaron una pipeta mas

pequena. con capacidad de 0.25 ml. lo cual permitid elevar la supervivencia de
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espermatozoides, a ésta pipeta se le llamoé minipajilla o minipopote (Bearden.
1982).

En 1972 en Estados Unidos algunas organizaciones cambiaron el uso de
ampolletas de vidrio a este tipo de paijillas, ya que las Gltimas permitian una mayor
sobrevivencia de los espermatozoides y s6lo requerian un tercio del espacio para

almacenarse (Bearden, 1982.).

Crioprotectores

Los crioprotectores, como el glicerol, permiten que un porcentaje substancial de

espermatozoides sobrevivan el proceso de congelamiento /descongelamiento y
retengan su capacidad fertilizante. Existen dos clases de crioprotectores: 1)
crioprotectores penetrantes; estos pasan a través de ila membrana espermatica y
actian tanto intra como extracelularmente y, 2) crioprotectores no penetrantes;
estos actian soélo extracelularmente. El glicerol es el crioprotector mas comdan
aunque el dimetilsilfoxido (DMSO) y el prolpilenglicol han sido empleados en
algunas ceélulas. Los crioprotectores no penetrantes incluyen algunas proteinas
como la de la leche o la yema de huevo; azucares como la fructosa. lactosa,
manosa. rafinosa o trealosa y polimeros sintéticos, como la polivinilpirrolidona.
metil celulosa o amidas. Muchos crioprotectores penetrantes sirven tanto como
diluyente y soluto. Todos los crioprotectores no penetrantes, incluyendo proteinas.
{ipidos y azucares, son solutos o coloides y no pueden servir como diluyente. Los
compuestos colocados en un disolvente, como el agua. que disuelve y forma una

solucion verdadera o se ioniza, son llamados solutos (De Leeuw y col.. 1993).
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Todos los solutos o coloides en una solucion, ya sea dentro del espermatozoide o
en el medio extracelular. contribuyen a la propiedad osmotica de la solucion. Una
alta concentracidon de solutos incrementa la presion osmodtica de la solucion. El
glicerol sirve como un soluto en el agua y también penetra al espermatozoide. Ya
sea en el diluyeme o dentro del espermatozoide. el glicerol contribuye a la presion
osmdtica del diluyente o de la célula. Un crioprotector no penetrante, como la
lactosa, es un soluto y por su naturaleza no atraviesa la membrana plasmatica de
una célula viva. Asi. |12 lactosa puede contribuir a la presion osmotica del diluyente
pero no del espermatozoide. Los crioprotectores no penetrantes sacan agua del
espermatozoide lo cual resulta en una deshidratacion y encogimiento. Los
disolventes crioprotectores como el glicerol son benéficos porque ellos funcionan
como un diluyente. con un punto de congelamiento mucho mas bajo que el del
agua. Conforme el semen diluido se va enfriando se forman cristales de agua pura
{congelada en pequenos bloques de hielo) entre los cuales existen canales de
diluyente no congelado. permaneciendo disolvente mas soluto. El espermatozoide
reside en estos canales no congelados. No obstante esto. se piensa que el efecto
benéfico primario del glicerol es extracelutar. El movimiento del agua hacia fuera
del espermatozoide es probablemente bueno porque es un resultado directo de la
pérdida de agua, asi 12 posibilidad de dano intracelular por {os cristales de hielo es
reducida (De Leeuw y col.. 1993).

E! proceso de descongelacion e inseminacion es potencialmente el mas dafino
para el espermatozode debido al cambio rapido de volumen. Por ejemplo, de un
ambiente rico en glicerol. lactosa y sales del semen diluido con una presion

osmotica alta (> 1000 mOsmol/kg). pasa a un ambiente en el cual el diluyente
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seminal es diluido en el utero (> 300 MOsmMol/kg) que resulta en un incremento
rapido del volumen para el espermatozoide pues el agua se mueve para
equilibrarse con la alta concentracion intracelular de glicerol. El hinchamiento
rapido del espermatozoide puede romper |1a membrana plasmatica. La solucion al
problema del incremento rapido del volumen, es diluir de manera seriada en
glicerol en el medio que rodea al espermatozoide de una manera controlada previo

a la inseminacién (Krogenaes y col., 1994).

CRIOPRESERVACION DEL SEMEN DE BOVINO

El medio mas adecuado de diluciéon debe cumplir con las siguientes funciones:

1. Abastecer nutrientes como fuente de energia (carbohidratos) y como fuente de
proteina (yema de huevo y leche descremada).

2. Proteger contra el efecto dafiino del enfriamiento rapido (crioprotector como el
glicerol).

3. Proporcionar un amortiguador para prevenir los cambios daninos en el pH
cuando se forma acido lactico (electrolitos).

4. Mantener la presion adecuada y el equilibrio electrolitico correcto.

5. Inhibir el crecimiento bacteriano (antibioticos).

6. Aumentar el volumen del semen de tal manera que puede usarse para multiples
inseminaciones.

7. Proteger a las células espermaticas durante la congelacion.

Los diluyentes deberan preparase en forma aséptica y ser almacenados durante al

menos una semana excepto que se congelen. Un carbohidrato simple como la




glucosa se anade aI semen como fuente de energia. Se pueden utilizar diferentes

amomguadores para manlener un pH casi neutro y una presion osmotica de unos

300 mOs, Ia cual es eq alente a la del semen, plasma sanguineo y leche. Para

inhibir. el crecimiemo e-microorganismos en el semen se anaden penicilina,

estreplomlcma pohmlxuna B u otras combinaciones de antibidticos de amplio
espectro anubacterlano (Hafez. 1987: De Leeuw y col.. 1991).

El semen bovino'se diluye por io general con sotucion de citrato-yema de huevo,
leche emera'h"o‘mogeneizada. leche descremada en polvo o fresca. lteche de coco
o solucidn de lactosa. También, el semen se puede conservar satisfactoriamente
en dilue'ntes' basados en amortiguadores organicos. como el Tris (hidroximetil
aminometano) (Thun y col.. 2002).

La preparacion de semen mediante enfriamiento a 5° C es semejante ya sea que
se use congelado o sin congelar.

El semen fresco puede ser diluido por cualquiera de los dos siguientes métodos:
a) Dilucion en un paso.

b) Dilucién en dos pasos.

En el método de dilucidn en dos pasos se Hevan a cabo los siguientes
procedimientos:

1. Colectar el eyaculado fresco.

. Evaluar la motilidad y la morfologia.

Dilucion previa det semen. agregando diluyente sin glicerol.

L W N

. Estimar 1a concentracion.

Agregar el diluyente con glicerol. a la concentracién deseada y llenar las

pajillas.

[F]
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6. Congelamiento inicial en vapor de nitrogeno liquido.

7. Congelamiento rapido a —196° C en nitrogeno liquido.

La recoleccion de semen se realiza, en el mayor de los casos, por medio de una
vagina artificial y con un receptaculo precalentado a la temperatura corporal para
evitar el choque térmico de los espermatozoides. Inmediatamente después de la
recoleccion el eyaculado se debe incubar a 37° C. En algunas ocasiones. si se
recolecta el eyaculado completo, para 13 separacion de los espermatozoides del
plasma seminal el semen debera ser centrifugado. Antes de la centrifugacion. la
muestra sera mezclada con el diluyente para hacer a los espermatozoides mas
resistentes a los factores estresantes como el frio y las fuerzas de centrifugacion.
Ademas de separar a los espermatozoides del resto del eyaculado la
centrifugacion también permite concentrar a los espermatozoides en un menor
volumen. El diluyente para separar por centrifugacién a las células espermaticas
puede ser, por ejemplo, glucosa-leche descremada el cual se utiliza también para
transportar semen fresco. Un método diferente para separar las ceélulas
espermaticas del resto del eyaculado es utilizando una vagina artificial y
colectando solo la fraccion rica en espermatozoides. inmediatamente después de
la recoleccion, el eyaculado se debe incubar a 37°C (Hafez. 1987).

Después de la recoleccion el semen debe mantenerse tibio 30 minutos antes de la
dilucion para evitar un choque térmico. Una alicuota de semen debera prepararse
para evaluar la muestra y el resto puede mezclarse con tres a cuatro partes de
diluyente (adicionado con glicerol) a una temperatura de 30° C. Se recomienda
que el semen se mantenga durante 30 minutos a 30° C para aumentar la acciéon

antibidtica del diluyente. La mezcla se enfria gradualmente hasta alcanzar 5° C. el
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enfriamiento debera ser lento, tomando por lo menos una hora para enfriar la

mezcla de 30° a 5° C (De Alba. 1985).

L.a calidad del eyaculado se evalua en un microscopio optico. empleando para ello
la motilidad espermatica. la cual es un estimador del porcentaje de
espermatozoides viables y también se recurre a la evaluacion de la morfologia
normal o anormal de las células espermaticas (Kjaestad y col., 1993).

Después de la centrifugacion, se determina la concentracion espermatica para
calcular el numero de pajillas que se pueden llenar con un numero definido de
espermatozoides. La muestra concentrada se diluye para obtener el volumen
deseado de acuerdo con el numero de paijillas estimadas. Esto se puede hacer
manualmente o con una unidad automatica. (De Alba, 1985; Hafez, 1987).

Et sistema mas comudn para almacenar el semen es el de pajillas de plastico de 5
mi o de 0.5 mi. Una vez que las paijillas fueron llenadas y selladas se exponen al
vapor del nitrogeno liquido para el congelamiento inicial para posteriormente
sumergirlas en el nitrogeno liquido el cual instantaneamente disminuye la
temperatura a —196° C. después de que |as muestras hayan alcanzado esa

temperatura. pueden ser aimacenadas hasta su uso. (Bearden. 1985).

DETERMINACION DE LA CALIDAD DEL SEMEN

De manera tradicional. por ser un método sencillo y rapido. la motilidad de los
espermatozowdes. antes y después de su congelacion. ha constituido el parametro
de eleccion para determunar el grado de integridad celular y por tanto la fertilidad
del semen de toro para lA. Sin embargo, y a pesar de que algunos centros de IA

han incorporado analizadores computanzados de motilidad espermatica, dicha
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evaluacion es realizada, comunmente, en forma subjetiva. por medio de la
observacion de un frotis humedo en un microscopio de juz equipado con una
optica de contraste de fases (Buhr, 1989; Rodriguez-Martinez. 2000).

Mas aun, se ha observado que ilas evaluaciones rutinarias realizadas en los
centros de 1A presentan ciertos problemas cuando se les compara con las tasas
de fertilidad que se presentan directamente en los ranchos (Coérdova, 1990).

Las bajas tasas de concepcion después de la IA utilizando semen almacénado
bajo congelacion, la falta de criorresistencia de algunos machos fértiles. o ta falla
en la fecundacion, a pesar de una buena motilidad aparente despueés de la
descongelacion, aumentan las preguntas acerca del dafo celular at
espermatozoide durante los procesos de congelacion y descongelacion (Royere y
col., 1988). Otros parametros espermaticos tomados en cuenta cuando se trabaja
con semen, ya sea fresco, tratado o congelado,. son el volumen y fa concentracion
de espermatozoides/ml, la motilidad. la integridad de la membrana plasmatica. la
integridad del acrosoma y capacidad de union al ovocito (Kjaestad y col.. 1993).

La determinacion del volumen se realiza por simple apreciacion visual del colector
graduado. La determinacion de la concentracion espermatica se realiza por
recuento en camara (hemocitometria) previa dilucion de la muestra seminatl (1:100
v:v) en una solucidon de glutaraldehido al 2% (Hafez, 1987).

La morfologia espermatica puede evaluarse mediante microscopia de interferencia
(Saacke y col., 1968) o contraste de fases. utilizando frotis de las células fijadas
(Pursel y col.. 1974) y tinciones con Giemsa (Watson. 1975) o lectinas
fluorescentes. las cuales son particularmente eficiemtes para detectar integridad

del acrosoma (Cross, y Meizel. 1989). Adicionalimente. existen meétodos que
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permiten distinguir en una misma preparacion la viabilidad de las células y su
integridad morfoldgica (Talbot y col., 1981). La morfologia espermatica se clasifica
de la siguiente manera: células normales, con anormalidades de cabeza, pieza
intermedia, o en el resto del flagelo. Se considera también la presencia de flagelos
enrollados y/o gotas citoplasmaticas. Tras realizar el recuento de 100
espermatozoides en cada una de las muestras analizadas, el resultado se expresa
como el porcentaje de cada una de las anomalias morfoldgicas presentes sobre el
total (Watson, 1975; Tamuli y Watson, 1994).

Para la valoracion de la movilidad se toma una muestra de semen puro que se
deposita sobre un portaobjetos atemperado observandose al microscopio Optico
de campo claro (100x), provisto de una platina termorregulada. La valoracion de 1a
movilidad. se puede realizar segun la clasificacion de Evans y Maxwell (1987).
estableciendo una categorizacion de 0 a 5 puntos, segun {a calidad y vigor de las
ondas que produce la masa espermatica en movimiento. Si bien esta es una
técnica simple, rapida y barata, es muy subjetiva y su subjetividad puede variar
entre un 30 a un 60%, dependiendo de los individuos y de los laboratorios que la
realicen. £s por eso que en los Ultimos anos se ha puesto atencion en meétodos
mas objetivos para la evaluacién de esta caracteristica espermatica, como los
sistemas de analisis del semen asistido por computadora (CASA). mediante el
cual se pueden evaluar de manera objetiva varias caracteristicas de la motilidad
espermatica, las cuales pueden predecir mas objetivamente las tasas de fertilidad
de los machos reproductores (Holt, 1996).

Para distinguir células vivas y muertas se han utilizado una variedad de métodos

tales como la tincion con eosina y nigrosina (Hancock. J. 1951), o las sondas



fluorescentes de diacetato de carboxifluoresceina y de ioduro de propidio (Garner
y col., 1986: Harrison y Vickers, 1990) o el Hoechst 33258 (De Leeuw, 1991).

La integridad de la membrana plasmatica se evalua mediante una prueba de la
osmosis celular, que consiste en someter a los espermatozoides a una presion
osmotica de 100 mOsm/kg (Vazquez, 1980). Se considera que el espermatozoide
ha reaccionado positivamente a esta prueba cuando presentaba torsion helicoidal
de la cola, expresandose el resultado como el porcentaje de éstos con respecto al
total (Vazquez, 1980).

Aparte de la motilidad, ya que el acrosoma es de vital importancia funcional en el
mecanismo de la fecundacién, su evaluaciéon morfolégica es ampliamente usada
como un indicador de la viabilidad de los espermatozoides congelados-
descongelados (Larsson, 1985). El estado del acrosoma del espermatozoide ha
sido determinado por una variedad de diferentes técnicas, basadas principalmente
en la fluorescencia. Sin embargo. estas técnicas requieren de tiempo y/o equipo
especial. Normalmente, usando el microscopio de contraste de fases, el
acrosoma forma una protuberancia uniforme en la porcion apical de la cabeza
espermatica. Este meétodo es bastante conveniente para usarse con
espermatozoides con acrosomas grandes tales como los de cobayo, pero mas
dificil. aunque posible. para espermatozoides que poseen acrosomas mas
pequenos como por ejemplo, el del bovino. Adicionalmente, esta técnica puede ser
subjetiva en algunos casos, o cual puede influir en fos resultados (Cordova, 1990).
Diversos estudios ultraestructurales de la célula espermatica se han realizado en
diferentes niveles: membrana plasmatica. acrosoma y flagelo. Sin embargo. los

resultados obtenidos no han revelado una claridad relacion en la alteracion de
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estas estructuras y l|la baja de fertiidad observada en el espermatozoide
congelado-descongelado (Vazquez, y col., 1998).

Adicionalmente. el analisis quimico del semen también ha sido tomado en cuenta
para estimar el potencia! de fertilidad de un macho. Cuando la céluta espermatica
se dafia. sus membranas se alteran o se destruyen y las enzimas intracelulares,
como la aspartato aminotransferasa y la lactato deshidrogenasa aumentan su
concentracion en el medio extracelular. La liberacion de estas enzimas al medio
extracelular esta relacionada, por tanto, con las lesiones sufridas por los
espermatozoides (Mann y col., 1981).

Por otra parte. aunque las pruebas de penetracion in vitro podrian ser uno de los
meétodos mas importantes en el estudio de la calidad seminal y una herramienta
util en los estudios y protocolos de la preservacion del semen (Vazquez y col.,
1998). sin embargo, estas toman muctio tiempo y son relativamente costosas. Por
ello. en la actualidad se estan experimentando nuevas tecnologias (por ejemplo {a
citometria de flujo) con el fin de obtener una evaluacion mas objetiva de la calidad

seminal en relacion a la fentilidad de los machos (Boixo, 1994).

EFECTO DE LA _ CRIOPRESERVACION SOBRE LA __VIABILIDAD DEL

ESPERMATOZOIDE

El espermatozoide es una ceélula terminal, cuyo papel unico o principal es el de
transportar el genoma paterno hasta el ovulo. Para llevar a cabo su funcion, el
espermatozoide maduro esta equipado con estructuras especiatizadas como son:
una membrana plasmatica organizada en distintos dominios funcionales, la vaina

mitocondrial. el flagelo. el acrosoma y la teca perinuclear. que constituye un
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citoesqueleto unico (Fouquet y Kann, 1994).

Se conoce que la congelacion y descongelacidon dafa a las células, siendo
numerosas las investigaciones que se han realizado para investigar la naturaleza
del dafo. Una conclusion general de estos estudios es que |la membrana
plasmatica es el sitio primario de dafno por el congelamiento. (Locksley y col..
1988: Buhr, 1989; De Leeuw y col.. 1990). Otros investigadores han propuesto a
las mitocondrias, los lisosomas y otros organelos como sitios de dafno por el
congelamiento (McGann y col., 1989).

Diveréas investigaciones sefalan que durante la criopreservacion las células
pueden danarse debido a la formacion intracelular de cristales de hielo grandes y
por los cambios que acompanan a dicho proceso y que dan como resultado la
deshidratacion de las células. Si bien, la congelacion rapida reduce al minimo el
dafo por los efectos de la solucion, ello conduce a la formacion de cristales de
hielo grandes que causan un grave dano mecanico. Por otro lado aunque la
congelacion lenta evita la formacion de grandes cristales de hielo, esta conduce a
un incremento del dafo profundo por los efectos de la solucion (Jones y Stewart,
1979).

Debido a que la integridad de la membrana plasmatica es de crucial importancia
para el funcionamiento de cualquier célula, especialmente para €l espermatozoide,
numerosos estudios han sido enfocados sobre la ultraestructura de la membrana
plasmatica antes y después del proceso de congelamiento (De Leeuw y col..
1990). Si bien, las técnicas morfoldogicas han proporcionado detalles de los dafnos
ocasionados a la membrana plasmatica, los resultados no siempre han estado

correlacionados con el porcentaje de fertilidad del toro en cuestion. a menos que et
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daio presente sea muy importante. Adicionalmente, muchas de ellas son tediosas.
costosas o ambas, y dichos resultados podrian ser facilmente determinados
usando pruebas mas sencillas como las de resistencia a cambios osméoticos
(Rodriguez., 1997).

Por otra parte, también se ha utilizado la integridad del acrosoma para predecir la
habilidad fertilizante del semen congelado (Buhr, 1989). Varias técnicas han sido
desarrolladas para estimar la integridad del acrosoma. Sin embargo. el aumento
en el tamano de! 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.
Ello es debido a que los porcentajes de alteraciones encontrados han sido
menores (28% o0 menos) a los reporntados de disminucion de la viabitidad (Watson
y col., 1985: Heras y col.. 1996). Adicionalmente., aunque el dafio acrosomal
disminuya el porcentaje de fertilidad det espermatozoide este no interfiere con su
motilidad (Tasseron, 1977).

También la integridad del acrosoma post-descongelado puede ser determinada
morfolégicamente, a niveles de microscopia éptica, tanto en muestras no tefidas
como tenidas con diferentes meétodos. Estudios nucleares realizados antes y
después de la fertilizacion han demostrado que Ila condensacion vy
descondensacion de la cromatina espermatica constituyen un evento imporante
en la fisiologia reproductiva (Pasteur y col.. 1991). Por lo tanto. la estabilidad de la
cromatina espermatica puede revelar la capacidad funcional del espermatozoide.
En esta estabilidad se incluyen: (a) la correcta compactacion de material genético

durante la espermiogénesis. (b) su estabilizacion durante 1a maduracion
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espermatica, (c) su proteccion durante el viaje del espermatozoide al sitio de
fertilizacion y, después de la penetracién dentro de! ovulo. (d) ta formacion
adecuada del pronucleo masculino (Hingst y col., 1995).

Royere y col. (1988). sugirieron que la congelacion-descongelacion del semen
puede aliterar la cromatina nuclear espermatica, via un estado (lamado
“hipercondensacion”, lo cual podria demorar Ia descondensacton nuclear paterna
durante la fertilizaciéon y asi explicar el retraso de la segmentacion y/o mornrtalidad
embrionaria temprana que se ha observado cuando se emplea semen congelado-

descongelado.

LA TECA PERINUCLEAR

Para asegurar la transmision eficiente del genoma paterno durante la fertilizacion.
el espermatozoide de los mamiferos necesita proteger su material genético
(Bedford, 1991). La principal barrera que impide la descondensacién de la
cromatina espermatica es la teca perinuclear (TP). La TP o sustancia perinuclear
es un elemento citoesquelético estructuralmente continuo que envuelve al nucleo,
excepto en su base donde el cuello del espermatozoide se implanta (Courtens y
col.. 1976; Lalli y Clermont, 1981: Oko, y Clermont, 1988, 1991). Morfolégicamente
a este citoesqueleto perinuclear se te ha dividido en dos regiones. la capa
subacrosomal, que llena el espacio entre la membrana acrosomal intema y la
envoltura nuclear y la capa postacrosomal o caliz que es la extensién caudal a la
anterior que llena el espacio entre la envoltura nuclear y la membrana plasmatica
{Oko y Clermont, 1991: Fouquet y Kann. 1994: Oko y Morales. 1994b; Au! y Oko,

2001). Se ha reportado que existe una continuidad estructural entre la matriz
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nuciear (estructura citoesquelética que conforma y da forma al nucleo) y ta TP
{Bellvé y col., 1992).

Jager y col. (1990) observaron que el nucleo del espermatozoide intacto del ser
humano no es susceptible a la descondensacion por agentes externos, como {a
heparina. aun cuando ia membrana celular se encuentre dafada, sin embargo si
las células previamente sufren un proceso de congelacién y descongelacion, la
cromatina si experimenta una descondensacion. Los autores consideran que la
congelacion y ia descongelacion ocasionan una alteracion mayor en la célula
espermatica. a la cual se refieren como una posible lesion en el citoplasma.

Se ha demostrado que una TP intacta puede prevenir el acceso de los factores
citoplasmicos del huevo al DNA espermatico. bloqueando asi la descondensacion
del nucleo espermatico (Sutovsky y col., 1997).

Recientemente se identificO una subestructura en la region apical de la hoja
postacrosomal de la TP del espermatozoide del cobayo. De los resuitados de su
localizacion, su etapa de formacion (transito del espermatozoide por el epididimo)
y de su pérdida (reaccion acrosomal), se ha sugerido que esta podria actuar como
un regulador de la integridad de la TP y posiblemente esta involucrada con la
adecuada descondensacion del genoma paterno en la fenrtilizacion (Juarez-
Mosqueda y Mdjica. 1999). £l nucleo espermatico penetra al ovuio protegido por
la membranas nuclear. la membrana acrosomal intema y por {a teca perinuclear.
Después de su incorporacion al citoplasma del 6vulo, se observa un rompimiento
de la envoltura nuclear del espermatozoide que inicia a nivel del segmento
ecuatorial y procede de manera antero posterior. Posteriormente e! materia! de la

teca comienza a mezclarse con e! citoplasma del ovulo antes de que la

]
DA




descondensacion del nicleo espermatico se haga aparente. La destruccién de la
teca comienza a parir de la porcion apical de la region postacrosomal
(Yanagimachi 1994) y se ha reportado que Ia descondensacion del nacleo
espermatico también comienza en ia porcion apical de ia region postacrosomal.
(Fouquet y Kann. 1994).

De manera adicional, la TP participa en otras funciones como:

a) En la estructuracion del nucleo durante la espermiogénesis. Se ha
reportado que durante la espermiogénesis la TP se asocia con las membranas
acrosomal y nuclear (Longo y Cook, 1991: Oko y Maravei. 1995). La TP podria
contribuir a la asociacion nucleo-acrosoma por proveer una clase de cemento
intramembranoso (Betlvé y O’'Brien, 1983, Courtens y col.. 1976). De hecho, fallas
en la diferenciacion de la TP han sido asociadas a los espermatozoides con
cabeza redonda carentes de acrosoma (Escalier, 1990).

b) En el mantenimiento de dominios en ia superficie de la membrana plasmatica.
Durante la capacitacion y la reaccion acrosomal ocurren rearreglos especificos de
particulas intramembranosas, quedando localizadas en dominios diferentes.
Moléculas de senalizacion de superficie y receptores implicados en la fertilizacion
y desarrollo estan ancladas en la membrana plasmatica del espermatozoide. Los
espermatozoides capacitados y con reaccion acrosomal muestran un nuevo
dominio de membrana en la regidn ecuatorial del acrosoma (Yanagimachi. 1994),
ta cual es reconocida por la membrana plasmatica del huevo para unirse y
fusionarse durante la fertilizacidon. La posicidon y la motiidad de proteinas
transmembranales estan controladas por vinculos entre el citoesqueieto y la

membrana plasmatica (Mujica y col.. 2003)
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c) En la penetracion del espermatozoide a través de las vestimentas del ovulo.
La hoja subacrosomal le confiere un caracter rigido a la porcion anterior de la
cabeza espermaltica, que puede ser muy significativo en la penetracion de las

vestimentas del 6vulo (Yagi y Paranko, 1995).

d) En la activacion del huevo (Yagi y Paranko. 1995). Posterior a la penetracion
del espermatozide al huevo, la teca perinuciear espermatica es removida y las
proteinas de la teca son liberadas al ooplasma. Simultaneamente, el nucleo
espermatico se descondensa y se forma el pronucleo masculino., las
microvellosidades y los factores ooplasmicos estan involucrados en la remocion de
la teca perinuclear. (Sutovsky y. col., 1997). Cuando cabezas espermaticas con la
TP expuesta son microinyectadas al citoplasma del o6vulo. estas forman un
pronticleo bien desarrollado y el ovulo se activa. Sin embargo. los dvulos
microinyectados con nucleos espermaticos sin TP no se activa. Por lo tanto, se
puede decir que el citoplasma del huevo tiene la capacidad de descondensar a
ala teca perinuclear, y los productos de Ia teca perinuclear tienen la propiedad de
activar al huevo (Kimura y col.. 1998).

Anteriormente, se ha mencionado que parametros como la motilidad, 1a integridad
de la membrana plasmatica o del acrosoma no tienen una correlacion significativa
con la viabilidad espermatica o con la fertiidad de la muestra del semen
criopreservado, ya que posiblemente otros aspectos de la estructura espermatica
pueden estar aiterandose durante el proceso de congelacion/descongelacion
{Ostermeier y col.. 2000). De manera concreta, la TP puede verse afectada
durante este proceso.

El espermatozoide dei bovino. al igual qQue otras especies (conejo, carnero.

]
‘h



borrego). también presenta una subestructura similar en la misma region de la TP
(Koehler. 1970). La subestructura podria ser usada como un marcador morfologico

de la integridad de la TP y por tanto de la capacidad fertilizante del

espermatozoide de ios mamiferos.

Hoy en dia las técnicas de rutina para evaluar la calidad de un eyaculado que
deba ser procesado para la técnica de A, son incapaces de detectar
espermatozoides con viabilidad reducida. especialmente debido a las condiciones
que involucran a los elementos citoesqueléticos de la cabeza espermatica (Ward y
col., 1999; Ward y Kishikawa, 2000).

De hecho, uno de los desafios actuales para el almacenamiento y conservacion
del semen por congelacion para su uso en (A es el de asegurar la viabilidad de las
células espermaticas. Por ello, es de suma importancia el investigar o indagar que
otras alteraciones de la morfologia espermatica. relacionadas con la viabilidad

(como la TP), se estén alterando por el procesamiento. Lo anterior podria-permitir

disefar u optimizar las técnicas usadas para la criopreservacion del semen.




HIPOTESIS
El proceso de criopreservacion de! semen de bovino para IA ocasiona un daino

irreversible en la teca perinuciear del espermatozoide.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL: Evaluar a nivel \uJltraestructural el efecto de la

criopreservacion del semen de bovino sobre la integridad de la teca perinuclear del

espermatozoide.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Valorar 1a integridad de la teca perinuclear en los espermatozoides antes del
procesamiento para su criopreservacion.

2. Valorar la integridad de la teca en los espermatozoides después del
procesamiento de criopreservacion.

3. Correlacionar los cambios en la teca perinuclear con los parametros de ia
calidad del semen (molilidad, concentracion, viabilidad de membrana. integridad

del acrosoma) pre y post descongelacion.




MATERIALES Y METODOS
Lugar de obtencion de las muestras. Las muestras fueron proporcionadas por el

Centro de Procesamiento de Semen REKA, ubicado en el Km 23.2 de la carretera
a Chichimequillas. Santa Maria Begona, El Marqués, en el estado de Querétaro.
Obtencion de las _muestras. Se obtuvo el semen de 7 toros de diferentes razas y
fines zootécnicos. mediante la técnica de vagina artificial.

Evaluacion del semen: La valoracion de la calidad del semen, para proceder a la
congelacion, fue realizada por el personal detl centro, empleando para ello el
método tradicional (movimiento progresivo de Ilos espermatozoides y
concentracion espermatica). El! movimiento de los espermatozoides fue evaluado
mediante su observacion en frotis secos en un microscopio de luz marca Olympus,
adaptado con una platina para regular la temperatura a 37°C y a un aumento totat
de 200x.

La concentracion espermatica fue evaluada mediante el empleo de un
espectrofotometro, para lo cual 10 ul de cada eyaculado obtenido fueron
adicionados a 5.8 ml de solucion salina fisiologica.

Adicional a las pruebas de valoracion realizadas en el centro, se valord la
viabilidad espermatica (eosina al 2%). la integridad y funcionalidad de la
membrana plasmatica (prueba hiposmotica) y ia integridad del acrosoma (triple
tincion). Estas pruebas se realizaron antes y después del congelamiento de los
espermatozoides. Para ello, los espermatozoides fueron lavados y resuspendidos
en solucidon salina (154 mM) a una temperatura de 37° C y a una concentracion

de 35 X 10%células/ml




Tincion triple. La triple tincion permite diferenciar entre célutas vivas y muertas.
Una vez resuspendidos los espermatozoides a una concentracion de 35 X 10°
células/mi, se tomod una muestra de 0.5 mi a la cuai se le adiciond un volumen
igual de azut de tripan al 2% en amortiguador de fosfato salino (PBS) (NaCl 137
mM, KCL 2.7 mM, NaHPO, 9.6 mM, KH2PO, 1.4 mM, pH 7.4) y se incubaron a
37° C durante 15 min. Posteriormente la muestra fue centrifugada en una
centrifuga clinica a 1200 rpm durante 5-10 min y el sobrenadante fue descartado.
Las muestras fueron resuspendidas Yy javadas con PBS por
centrifugacion/resuspension hasta que el sobrenadante se observo transparente.
ta muestra fue fijada en giutaraldehido al 3% en amortiguador de cacodilatos al
0.1 M, pH 7.4, durante 15 min a una temperatura de 37° C. Enseguida las
muestras fueron centrifugadas a 1200 rpm por 5-10 min y lavadas dos veces con
agua desionizada. Posteriormente se realizé un frotis de cada muestra y se
dejaron secar al aire. Los frotis fueron incubados con café Bismarck al 0.8% en
solucion acuosa, pH 1.8 durante 5 min a 37° C, se lavaron con agua desionizada,
se dejaron secar al aire y se incubaron con rosa de Bengala al 0.8% en
amortiguador de Tris 0.1 M, pH 5.3 por 40 seg a 37° C. Finalmente se lavaron con
agua desionizada y nuevamente se dejaron secar al aire. Su observacion se
realizé en microscopio fotonico marca Olympus a un aumento total de 1000X
(Vazquez y Carrizosa, 1980).

Se observaron un total de 100 ceélulas espermaticas por cada muestra y se
clasificaron y contabilizaron de acuerdo a los patrones de afinidad y reaccién

tintorial de esta prueba.
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Los criterios de clasificacion fueron los siguientes:

Rosa/azul = Acrosoma intacto, muerto

Rosa/café = Acrosoma intacto, vivo

Blanco/azul = Sin acrosoma, muerto

Blanco/café = Reaccion acrosomal, vivo

El numero de células obtenido para cada caso se expreso en porcentaje.

Prueba_ hiposmotica: Mediante esta prueba fue posible evailuar |la integridad y la
funcionalidad de la membrana plasmatica del espermatozoide.

El medio hipotonico fue hecho de la siguiente manera: Se elaboré una solucion
con 0.5m! de citrato de sodio (1.46%) y 0.5ml de fructosa (2.7%) y se incubo
durante 10 min a 37° C. De una muestra de semen de 20ul, a una concentracion
de 35 X 10%células/ml, 10ul fueron colocados en un portacbjetos, con la finalidact
de evaluar el enrollamiento de los flagelos, se contaron 100 espermatozoides. El
resto de la muestra (10u!) fue adicionada con un volumen igual de la solucion
hipotdnica (100 mOsm) y se incubo durante una hora a 37° C. Posteriormente, 10
1t} de la muestra incubada fueron tomados y depositados sobre un portaobjetos
para ser observados al microscopio de luz. a un aumento total de 600X; se
contaron un total de 100 espermatozoides para evaluar el enrrollamiento del
flagelo (positivos a la prueba).

El porcentaje de los espermatozoides positivos a esta prueba se obtuvo
sustrayendo el numero de las ceélulas con algun grado de enrrollamiento del
flagelo, antes de su incubacion en el medio. al nimero de ceélulas positivas
contabilizadas en el medio hipoténico (Rodriguez. 1997)
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Los resultados fueron interpretados de la siguiente manera:

Un porcentaje menor del 50% indica que la membrana espermatica presenta una
inadecuada integridad y funcionalidad.

Del 50% al 59% la funcionalidad es dudosa.

Mayor del 60% hay una adecuada integridad y funcionalidad de la membrana.
Viabilidad espermatica: 10 pl de muestra espermatica a una concentracion de 35
X 10° células/mi fueron depositados en un portaobjetos junto con 10 ul de eosina
al 2% en PBS o de azul de tripan al 2% en PBS y se cubrieron con un
cubreobjetos para su observacion at microscopio de luz. Su observacion se realizé
en un microscopio fotonico marca Olympus a un aumento total de 150X.

tas células tenidas se consideran muertas puesto que el colorante penetré al
interior por alguna discontinuidad de la membrana celular.

Criopreservacion del_semen: El semen fue depositado en un recipiente que
contenia 40 mi de diluyente (leche descremada ultra pasteurizada y cualquiera de
los siguientes antibidticos: gentamicina, tilosina o lincomicina) y se enfrid
pauiatinamente hasta llegar a los §° C. Posteriormente, el semen fue diluido cada
10 minutos mediante la adicion del criopreservador (leche descremada
ultrapasteurizada con antibidtico y glicerot) hasta obtener una concentracion de 45
X 10° espermatozoides/ 0.5 ml. El semen diluido se introdujo en una camara fria a
5° C durante 2 horas para su posterior envasado y congelacion en paijillas de
0.5mil. Lo anterior se realizé de manera gradual iniciando de 5° C (camara fria)

hasta alcanzar los —190° C en N liquido.




Descongelacion de las paijillas: Las paijillas fueron sumergidas por 30 segundos en

bafro Maria a 35° C. Enseguida los espermatozoides fueron recolectados y
procesados para la valoracion de su integridad empleando los mismos métodos
que se utilizaron para evaluar a las células antes de su congelamiento.

Procesamiento para microscopia_electronica: Tanto las muestras de semen recién
obtenidas como las que fueron criopreservadas se procesaron para la valoracion
de la teca perinuclear al microscopio electrénico de transmision, mediante la
técnica de tincion mnegativa. Para exponer la superficie de la TP los
espermatozoides resuspendidos a una concentracion de 35 X 10% células/ml
fueron anadidas de una solucidn acuosa de Brij 36-T al 10% (70ut /0.5ml de
suspension) y se incubaron por 5 min a temperatura ambiente. El detergente Brij
36-T soiubiliza !la membrana plasmatica y el acrosoma. Las células se
centrifugaron a 2500 rpm por 3 minutos y se lavaron con agua desionizada. Las
muestras espermaticas fueron fijadas en Karmovsky (Karnovsky, 1965) por una
hora a temperatura ambiente. Posteriormente, las células fueron centrifugadas a
2500 rpm por 3 minutos, lavadas 2 veces en PBS, dos veces en agua desionizada
y resuspendidas en ésta ultima en su volumen inicial. Después de lavadas, las
muestras espermaticas se adsorbieron en rejillas de cobre de 200 mesh cubiertas
con membranas de soporte colodion-carbon. Para ello. con la cara cubierta de la
rejilla se toco la superficie de una gota de la suspension espermatica. Se
esperaron entre 5 y 10 min para que los espermatozoides quedaran adheridos a

la membrana. Se retird el exceso de muestra y se dejaron secar. Las muestras



fueron tehidas con acido fosfotungstico al 0.02% en solucion acuosa durante 3
minutos y se enjuagaron pasando la rejilla en una gota de agua destilada. Las
rejillas se colocaron sobre papel filtro en cajas de Petri y se cubrieron para permitir
que secaran. Ei procesamiento de estas muestras se realizé en el Departamento
de Morfologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional Auténoma de Meéxico (FMVZ, UNAM) y las muestras se
observaron en la Unidad de Microscopia Electronica de la FMVZ, UNAM, en un
microscopio electréonico de transmision marca Zeiss modelo EM-9.

LLa toma de fotografias de todas las muestras preparadas para microscopia de luz
se realizaron en el Departamento de Morfologia de la FMVZ, UNAM, empleando
para ello un microscopio marca LEICA modelo DMLS, adaptado a un sistema de
fotografia digital a una camara JVC modelo KY-F70B y el software Automontage
de Syncroscopy y con un fotomicroscopio marca Leitz modelo Laborlux D con
camara fotografica de 35mm.

Analisis_estadistico: Los resultados se analizaron estadisticamente mediante la
prueba de t de Student y la prueba de correlacion de Pearson y analisis de

regresion con el programa de computo SAS.
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RESULTADOS

Concentracion y movilidad de los espermatozoides

La wvaloracion de {a concentracion espermatica Unicamente se realizé en los
eyaculados recién obtenidos. En promedio la concentracion espermatica de los 7
eyaculados que fueron considerados en este estudio fue de 1. 568 X 10°
células/ml. variando de 500 a 2,200 X 10° células/mi. Para su congelacion los
eyaculados fueron diluidos a una concentracion de 45 X 10° espermatozoides/ 0.5
ml.

Los espermatozoides de los 7 eyaculados que fueron congelados presentaron un
minimo de 70 + 0.85% de movimiento progresivo y una calificacion de 2 o 3 de
movimiento en masa. Después de su descongelacion los espermatozoides

presentaron un 55 = 1.03% de movimiento progresivo.

Diferenciacién entre espermatozoides vivos y muertos (viabilidad
espermatica)

Los resultados obtenidos para la valoracion de la viabilidad de los
espermatozoides mediante la tincion de eosina al 2%, antes y después del
congelamiento, no fueron satisfactorios, ya que todas las ceélulas se observaron
tefidas con el colorante empleado. Por tal motivo, para realizar esta valoracion se
decidid utilizar la triple tincidon, ya que esta técnica también permite evaluar el
porcentaje de mortalidad por contener un colorante supravital (azul de tripan).
Empleando ésta prueba los espermatozoides vivos se diferenciaron de los

muertos por su afinidad a los colorantes. En el caso de los espermatozoides vivos

4
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la regién posacrosomal se tife de color café (café de Bismark) (Fig. 1) y en los
espermatozoides muertos esta misma region se tine de color azul (azul tripan)
(Fig. 2).

El porcentaje promedio de viabitidad obtenido para los espermatozoides antes de
la congelacion fue de 67.43 (variando del 64% al 72%) y para los
espermatozoides descongelados el porcentaje fue de 53.14% (variando det 49 al

58%) (Grafica 1). El porcentaje observado fue estadisticamente diferente (p<

0.05. t= 86.96).

Integridad de la membrana plasmatica

Empleando la prueba hiposmotica para la valoracion de la integridad de la
membrana plasmatica. (ver Material y Métodos) se encontré que los
espermatozoides descongelados exhiben un mayor dano en la membrana
plasmatica. (p < 0.05, t=9.36). Antes del congelamiento el porcentaje promedio de
espermatozoides con la membrana plasmatica integra fue del 67.8 £ 0.61% y
después de descongelados fue de 54.3 £ 2.59% (Grafica 2). Estos resultados
fueron diferentes estadisticamente (p < 0.05, t= 24.78). En la figura 3 se muestran

las imagenes espermaticas obtenidas con esta prueba.

tntegridad del acrosoma
Para valorar la integridad del acrosoma se utilizé la triple tincion (ver Material y
Métodos). En promedio antes del congelamiento el 90.6% de los espermatozoides

presentaron el acrosoma intacto. de este porcentaje el 63.1 £1.07% correspondid
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a espermatozoides vivos y el 27.5 + 0.95% a espermatozoides muertos (Grafica
3). del 9.3% de los espermatozoides que no presentaron el acrosoma, 4.3 =
0.75% correspondié a espermatozoides vivos (espermatozoides con reaccion
acrosomal) y 5 % 1.02% a espermatozoides muertos (Grafica 3). Después de la
descongelaciéon el 59.1% de los espermatozoides presentaron el acrosoma intacto
(43.7 % 1.43% vivos ¥ 154 * 1.15% muertos) (Grafica 3) y del 40.9% que no
presentaron el acrosoma. 9.4 * 0.37% correspondic a espermatozoides con
reaccion acrosomal (vivos) y 31.4 = 0.99% a espermatozoides muertos (Grafica
3). En todos los datos anteriores hubo una diferencia estadistica significativa al
hacer la comparacion entre medias. La figura 4 muestra el patréon de tincion para

cada una de las caracteristicas evaluadas.

Integridad de la teca perinuclear

Para la evaluacion de la TP se emplearon espermatozoides desmembranados y
procesados para su observacion al microscopio electronico de transmision por la
técnica de tincién negativa (ver Material y Métodos). La caracteristica que se tomo
en consideracion para la valoracion de la TP fue la apariencia morfologica de la
subestructura de la hoja postacrosomal. De acuerdo a esto. las muestras fueron
clasificadas como: "teca integra o normal” cuando la subestructura era en forma
de grecas continuas (Fig. 5). "teca alterada™ cuando la subestructura presentd
algun dano, como la falta de grecas y/o interrupciones en su continuidad (Fig. 6). y
"teca ausente” fueron clasificadas las células que no presentaron a la

subestructura (Fig. 7).
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En las muestras previas al congelamiento, el porcentaje promedio de
espermatozoides que presentaron a {a subestructura integra o normal fue de 84.8
+ 1.62%, 12 + 0.87% presentaron alteraciones en la tecay 3.2 £ 3.13% no
mostraron a la subestructura (Grafica 4). El porcentaje para estos mismos
parametros en las muestras descongeladas fue de 47.4 * 2.6%, 41.7 = 1.87% y
10.8 * 3.46% respectivamente (Grafica 4). La comparacion de medias mostré una
diferencia significativa entre las muestras congeladas con respecto a las
descongeladas (p < 0.05).

En el cuadro 1 se muestra la correlacion entre la integridad de la teca perinuclear y
fos parametros de la calidad del semen en los espermatozoides antes del
congelamiento. Los coeficientes de correlacion indican que existio una muy buena
correlacion (r=0.93, p<0.05) entre los espermatozoides vivos con reaccion
acrosomal y el nimero de espermatozoides positivos a la prueba hiposmdtica. En
contraste, los espermatozoides con teca perinuciear alterada o ausente (r= -0.73.
r= -0.85 respectivamente, p<0.05) tuvieron una correlacién negativa con los
espermatozoides con la teca perinuclear normal. No se encontré ninguna
correlacion entre la integridad de la teca perinuclear y los demas parametros en
estudio (porcentaje de espermatozoides vivos, integridad de membrana y reaccion
acrosomal).

En las muestras descongeladas, el analisis de correlacion (Cuadro 2) mostré un
grado de correlacion muy bueno entre los espermatozoides vivos y los
espermatozoides vivos con acrosoma intacto, (r= 0.97, P<0.05). Asi mismo. hubo

un aumento en el grado de significancia entre el porcentaje de espermatozoides



con |a teca perinuclear ausente .y el numero de espermatozoides vivos. (r= -0.76,

p<0.05). lgu/alme‘hte. los 'esbérinagozoides con la teca perinuclear ausente
presentaron una_correlépuon negativa con el porcentaje de espermatozoides vivos
con acrosoma inta't':to;(ry= -0.81,:p<0.5) y con el porcentaje de espermatozoides

con teca périnuclear normal (r= -0.84, p< 0.05).
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TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

La importancia econémica de una alta eficiencia reproductiva en el ganado bovino

DISCUSION

enfatiza los beneficios de una prediccion exacta de la fertilidad del semen post-
descongelacion. Ei problema de la criopreservacion es que aun con las mejores
técnicas de preservacion la viabilidad del semen después de! congelamiento
disminuye al 56%. La baja fertilidad del semen congelado se ha atribuido a una
falla en el transporte de los espermatozoides por el tracto reproductor femenino o
a! dano que sufren las membranas durante el proceso de {a criopreservacion. En
el espermatozoide {as membranas afectadas por la criopreservacion incluyen a la
membrana plasmatica. la membrana acrosomal externa y las membranas
mitocondriales (Watson y col., 1972).

Estudios previos han sido realizados para evaluar el efecto de la criopreservacion
sobre la ultraestructura del espermatozoide del toro y de otras especies. Sin
embargo, estos estudios no han podido correlacionar los parametros estudiados
(integridad de la membrana plasmatica y del acrosoma) con la baja de fertilidad
observada del semen criopreservado. Este estudio se enfoco a evaluar el dafio
que es provocado por el proceso de criopreservacion sobre la teca perinuclear
({TP) del espermatozoide de! bovino. Los resultados mostraron que la congelaciéon
y la descongelacion causaron cambios estructurales en ia TP en un alto porcentaje
de los espermatozoides (52.5 + 2.66%). Los cambios consistieron en alteraciones
de Ia morfologia de ta subestructura de la TP o en su pérdida. Estos hallazgos
concuerdan con la propuesta de que la baja en la fertiidad del semen

criopreservado podria ser atribuida no solo a un dafo primario de la membrana




plasmatica. sino también a danos en otras estructuras sensibles dentro de la
célula, resultantes en danos secundarios a la membrana plasmatica (Locksley y
col, 1988; Jager y col., 1990). Al respecto, se menciona que las lesiones en el
espermatozoide pueden ser causadas por los cristales intracelulares que se
forman durante el proceso de congelacién de las células (Krogenaes y col., 1994;
Mazur y Kbshimoto. 2002). Como otro posible efecto de la criopreservacion,
Krogenaes y col.. (1994). reflexionan sobre la posible interaccion del glicero! con
los componentes celulares.

La integridad de la TP es de crucial importancia para el funcionamiento del
espermatozoide. En los ultimos anos diversas investigaciones sefalan la
panrticipacion de la TP en importantes funciones espermaticas como el
mantenimiento de dominios de la membrana plasmatica de la cabeza, en la
integridad del acrosoma y del nucleo y la activacion del huevo. entre otras. La
membrana que rodea a la cabeza espermatica sufre cambios estructurales
considerables durante los pasos finales que preceden a la fenilizacion. Dafnos en
la estructura fina de la membrana plasmatica de la cabeza espermatica pueden
interferir con la capacitacion. la RA y la viabilidad del espermatozoide en el tracto
reproductor de ia hembra (Buhr, 1989). En este estudio se encontré que despues
del proceso de descongelacion del semen bovino el porcentaje de
espermatozoides vivos disminuyd 21%. en contraste el porcentaje de
espermatozoides con teca perinuclear integra disminuyd en 44%. Igualmente, el
analisis de correlacion mostré que los espermatozoides vivos tienen el menor
porcentaje de espermatozoides con teca perinuciear ausente o alterada (r= -0.76).

Contrario a nuestros resultados, Krogenoes y col. (1994) al valorar |a integridad de
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la membrana plasrﬁética por microscopia electronica de barrido. después de la
descongelédién. encontraron un mayor porcentaje de espermatozoides con la
membrana integra (90%). Sin embargo. cuando realizaron fa fertilizacion in vitro
con este tipo de espermatozoides, una tercera parte de las células mostraron una
pérdida marcada de la membrana plasmatica, un hinchamiento notable de la
porcién anterior del acrosoma y la vesiculacion de la matriz acrosomal. De Leeuw
y col. (1990) mencionan que la fijacion quimica y la deshidratacion de las muestras
ya sea para microscopia electronica de barrido o de transmision. pueden dar como
resultado una serie de artefactos e inclusive que este tipo de métodos no generan
una informacién completa de la ultraestructura de la membrana plasmatica. En el
presente trabajo se empled una técnica para microscopia electronica de
transmision que permitid valorar la superficie de ia TP de! espermatozoide sin
manipular demasiado a la célula.

Se ha reportado que la fertiidad del semen congelado del toro esta
estrechamente relacionada con la integridad del acrosoma (Saacke y White,
1972). Los resultados mostraron que despues de la descongelacion del semen un
porcentaje alto de espermatozoides (59.13 = 1.28 %) presentaron el acrosoma,
sin embargo soélo el 43.7 £ 1.42% de ellos estuvieron vivos. Este Gltimo porcentaje
coincidio con el porcentaje de espermatozoides que presentaron la TP integra
(47.4 £2.64%). La TP tiene un importante papel durante !a RA. Inmediatamente
despues del primer contacto entre ei espermatozoide y la zona pellacida del o6vulo
se inicia ta RA. La membrana plasmatica de la porcion apical de la cabeza

espermatica inicia su fusion en multiples sitios con 1a membrana acrosomat




externa subyacénte lo que resulia en la liberacidén del contenido acrosomal. De
manera importante, la membrana plasmatica de la regidn ecuatorial del acrosoma
no participa en el proceso de fusion y es en este sitio donde el espermatozoide
interacta con el évulo (Flesch y col., 2000). Diversos estudios sefialan que este
dominio de reconocimiento es mantenido por la TP, ya que es la unica estructura
en contacto con la membrana plasmatica y la membrana acrosomal interna (sitio
inicial de localizacién de las proteinas espermaticas que interaccionan con la
membrana del 6vulo). Cabe senalar que aunqgue la correlacion que existio entre
los espermatozoides que conservaron la TP normmal y los espermatozoides vivos
con el acrosoma intacto no fue muy significativa (p= 0.08) se podria inferir que si
un espermatozoide conserva la teca perinuclear intacta, éste mantendra el
acrosoma también integro. Para valorar ésta relacion seria necesario incrementar
el numero de muestras en estudio. De igual manera, una correlacion negativa
existio entre el numero de espermatozoides con teca perinuclear ausente y el
numero de espermatozoides vivos con reaccion acrosomal. estos datos son
consistentes con las con las observaciones realizadas en el espermatozoide del
cobayo (Juarez-Mosqueda y Mujica 1999). quienes reportan una pérdida de la
subestructura en los espermatozoides que experimentan la RA.

En este estudio la diferenciacion entre espermatozoides vivos y muertos con y sin
acrosoma se hizo mediante el uso de la triple tincion. Algunos investigadores
senalan que las tinciones supravitales clasicas no son apropiadas para predecir ia
viabilidad de los espermatozoides descongelados ya que la presencia del glicerol
interfiere con la tincidn diferencial entre células vivas y muertas (Way, 1995). Los

resultados del presente estudio no coinciden con lo anterior pues. el uso de la
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triple tincion fue una valiosa herramienta que permitio la identificacion de los

espermatozoides con y sin acrosoma y de estos diferenciar e! porcentaje de vivos
y muertos. Una gran desventaja de la técnica es el tiempo que se requiere para la
valoracion de las muestras de semen. En base a los datos de correlacion entre
espermatozoides vivos con acrosoma intacto y TP normal, esta técnica podria

ser de utilidad en la valoracion de la calidad espermatica.
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CONCLUSIONES

En conclusion, el presente estudio reveld que la TP del espermatozoide del bovino
experimenta un dafio por el proceso de criopreservacion, y que entre mayor sea
el porcentaje de espermatozoides con la TP ausente, menor sera el numero de
espermatozoides vivos. Los datos sugieren que posiblemente la baja de fertilidad
observada en el semen descongelado esté relacionada con los dafos que se
producen en la TP, Futuras investigaciones deberan estar disefiadas para tratar de

probar esta sugerencia.
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Figura 3. intagrided de (s membrana plasmética vaiorada con la prueba hiposmética. Sio los eepermatozoides con fa membrans
plasméiica integra responden de menera positiva & eeta prusba a) Espermelczoide positivo a la pruebe, observe of enrollamiento del flagelo
nivel do la pleza media (800X). b) Espermatozoide negativo a la prusba (500X).
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Figura 8. Tincion negativa de s cabsza de uUn esspermeaiozoide desmembranado de
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Grafica 1. Porcentaje promedio de espermatozoides vivos antes y después del proceso de
criopreservacion del semen de bovino. Los espermatozoides fueron evaluados con 1a técnica
de 1a triple tincidon. Existid una diferencia significativa (p < 0.05) entre ambos porcentajes.

Error Estandar (E.E) en las muestras antes del congelamiento = 0.97, en las muestras

después del congelamiento E.E = 1.18
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Porcenlaje de células posilivas a la prueha
hiposmolica

Antes del congelamiento Despues del descongelamiento
Grafica 2. Porcentaje promedio de espermatozoides que presentaron la membrana plasmatica
ntegra antes de la congelacion y despueés de la congelacion del semen. La prueba utilizada
para valorar la funcionalidad de la membrana plasmatica fue la prueba hiposmotica. La
diferencia entre medias fue estadisticamente significativa (p < 0.05)
Error Estandar (E.E) en las muestras antes del congelamiento
después del congelamiento E E = 2.59

= 0.61. en las muestras
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Grifica 3. Integridad del acrosoma en los espermatozoides antes y después del proceso de
criopreservacion del semen de bovino. Los espermatozoides fueron tenidos con la técnica de
la triple tincidon y evaluados al microscopio de luz. Se encontrd una diferencia significativa
entre medias (p < 0.05). E.E. en muestras antes del congelamiento: 1.07, 0.74. 0.94. 1.02
respectivamente. E.E. en las muestras descongeladas: 1.42. 0.36, 1.15, 0.99,
respectivamente.

W Posterior at
descongelamienia

Porcentaje de célutas

Teca perinuciear Teca perinuclear Teca perinuclear
normal alterada ausente

Grafica 4. Integridad de la teca perinuclear, tomando como marcado morfologico i1a integridad
de la subestructura de la hoja postacrosomal, antes del congelamiento del semen y postenor a
su descongelacion. La evaluacion se realizd en el microscopio electronico de transmision en
muestras desmembranadas y procesadas por tincion negativa. Existio diferencia sigrificativa
entre muestras (p < 0.05). E.E. en muestras antes de! congelamiento. 1 62, 0.87. 1.14
respectivamente. E.E. en las muestras descongeladas: 2.64. 1.87. 3.46 respectivamente
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Cuadro 1. Coeficientes de correlacién obtenidos mediante la prueba de correlacion de
Pearson en las muestras descongeladas. Los cuadros sombreados indican las correlaciones

significativas. (p< 0.05)

o Vivos nt. val VRA e
Membrana Normal
. Viwos 1 0.05 0.73 0.23 0.02
. P=0.91 P=0.05 P=0.61 £=0.96
Int. -0, 0.93 0.34
i _Memb. P=0.15 | P=0.002 | P=0.44
VAL 0.48 0.22
P=0.27 P=062
VRA 0.35 -o 14 j
P=0.42 P=0.75 |
ETSS -0.73
Normal P=0.05
R .
. Alterada e .- oL
TP i ! t
Ausente |
“Int. Mem: integridad de membrana
*VAI: 0S con acrosoma intacto
VR, Vivos con reaccién acrosomal
TP Teca perinuclear

Cuadro 2. Coeficientes de correlacion obtenidos mediante la prueba de correlacion de
Pearson en las muestras descongeladas. Los cuadros sombreados indican las correlaciones

significativas (p< 0.05)

; Vivos | Int. Memb VAl VRA e ™
i Normal Alterada
Vives 1 0.14 0.97 0.56 0.64 049
i P=0.75 |P=0.0002] P=0.18 | P=0.11_| Pso0.25
U ant 0.003 0.45 0.2s -0.38
i_Memb, P=099 | P=031 | P=0.58 | P=02s
i var -0.73 0.69 051
: P=006 | P=008 | P=0.24
VRA 0.64 -0 38
P=0.12 | P=039
TP T 01a
.. Normat ! 75
e ;
_Alterada ..
T !
Ausente b e S

“Int. Mem: Integridad de membrana
"VAL  Vivos con acrosoma intacto
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