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. Resumen

Después del proceso de criopreservacidén ocurre una disminucion en la
viabilidad de las células espermaticas; la cual no se ha correlacionado con los
danos observados en la membrana plasmatica ni en el acrosoma. El objetivo
del presente trabajo es evaluar el dafo ocasionado por el proceso de
criopreservacion sobre las células espermaticas a nivel ultraestructural, sobre
la integridad de la teca perinuclear del espermatozoide. Se utilizd semen de 4
machos cabrios, se evalué la concentracion de la muestra obtenida antes y
después de la criopreservacion del semen, movimiento progresivo de los
espermatozoides, viabilidad (eosina-nigrosina al 2%); integridad y funcionalidad
de la membrana plasmatica (prueba hiposmética); el porcentaje de
espermatozoides vivos y muertos (triple tincién); integridad del acrosoma (triple
tincion); separacion de células con acrosoma y sin acrosoma (gradiente de
Ficoll), e integridad de la teca perinuclear (tincion negativa para microscopia
electronica de transmision). Los resultados fueron analizados por prueba de “t”
de student y prueba de correlacion de Pearson. Los espermatozoides después
de la coleccion tuvieron una motilidad del 83.75+0.82% de movimiento
progresivo. Después de descongelar fue de 43.75+3.63%. Los resultados de
viabilidad empleando tincién de eosina-nigrosina fue 77.88+2.73 en fresco, y
descongelado 40.25+2.79; con triple tincion el promedio de vivos fue de
83.88+0.97 en fresco; en descongelado 41+1.87. Antes de la criopreservacion
el promedio de espermatozoides con membrana plasmatica integra fue
80.13%2.06, después de descongelar fue 39.50+3.16. En el semen fresco hubo
86.13+1.71 espermatozoides con acrosoma intacto, y en descongelado se
obtuvo un 42.13+3.62. En el gradiente de Ficoll de 20% se obtuvo una
purificacion de células sin acrosoma, 74.25+3.8 en fresco y 78.75+2.2 en
descongelado. En el gradiente de 30% se obtuvo una purificacién de
espermatozoides con acrosoma, 76.37x2.4 en fresco y 68.37+2.3 en
descongelado. En la integridad de la TP en las células sin acrosoma se
encontré 31.60+£2.71 normal y 68+2.68 alteradas en fresco y en descongelado
32+2.53 normales y 68+2.53 alteradas. En las células con acrosoma 79.6+£3.54
células con TP normal y 19.6+£3.54 alteradas en fresco, y para el descongelado
67.6+£5.98 normales y 32.4+5.98 alteradas. Con estos resultados se concluye
que existe una relacion entre el mantenimiento del acrosoma y la integridad de
la teca perinuclear.

Palabras Clave: espermatozoide caprino, teca perinuclear, acrosoma,
viabilidad espermatica.



Abstract

After the criopreservacidn process it happens a diminution in the viability
of the spermatozoa; which has not been correlated with the damages observed
in the plasmatic membrane nor in acrosoma. The objective of the present work
is to assess the damage caused by the criopreservacién process on the
spermatic cells at ultrastructural level, on the integrity of the perinuclear theca of
the spermatozoon. It was used semen of 4 male goats, evaluated the
concentration of the sample obtained before and after the criopreservacion,
progressive movement of the spermatozoa, viability (eosin-nigrosin to 2%);
integrity and functionality of the plasmatic membrane (hiposmotic test); the
percentage of alive and died spermatozoa (triple stain); acrosoma integrity
(triple stain); separation of cells with acrosoma and without acrosoma (Ficoll
gradient), and integrity of the perinuclear theca (stain negative for electronic
microscopy of transmission). The results were analyzed by test of “t” of student
and test of Pearson correlation. The spermatozoa later of the collection had a
motility of 83.75+0.82% of progressive movement. Alter thawing it was
43.75%+3.63%. The viability results using eosin-nigrosin satin was 77.88+2.73 in
fresh semen and 40.25+2.79 in thawed, with triple stain the average of living
cells was 83.88+0.97 in fresh and 41+1.87 in thawed. Before the
criopreservation the average of spermatozoa with whole plasmatic membrane
was 80.13+2.06 and after thawing 39.50+3.16. in fresh semen was 86.13+1.71
spermatozoa with intact acrosome, and in thawed it was obtained 42.13+3.62.
in the Ficoll gradient from 20% it was obtained a purification of cells without
acrosome 74.25+3.8 in fresh and 78.75+2.2 in thawed. In the 30% gradient, it
was obtained a purification of cell with acrosome 76.37+2.4 in fressh and
68.37+2.3 in thawed. In the integrity from the perinuclear theca without
acrosome it was found 31.60+2.71 of normal and 68+2.68 alter. in fresh and in
thawed 32+2.53 normal y 68+2.53 alter. In the cells with acrosome the integrity
of the perinuclear theca was 79.6+3.54 and 19.6+3.54 alter in fresh, and for the
thawed 67.6+£5.98 normal and 32.4+5.98 alter. With this results it concluyes that
exists a relation between the acrosome support and the integrity of the
perinuclear theca.



II. Introduccién

Las técnicas de produccion y conservacion de espermatozoides basados
en criopreservacion han sido propuestas por Corteel en 1974, con el fin de
disociar el tiempo de produccién de su tiempo de uso. Esto tiene ventajas para
programas genéticos, y para optimizar la produccion de semen y su uso por
centros de inseminacién artificial: semen de alta calidad de machos cabrios
jovenes puede ser almacenado y usado muchos afios después, para razas
estacionales, los sementales pueden ser colectados en la época reproductiva y
usar el semen en cualquier época del afo.

La inseminacién artificial es una poderosa arma para adaptar la
produccion a las demandas de mercado y ayuda para el control de algunas
enfermedades infecciosas. Actualmente la genética es la principal justificacion
para usar inseminacioén artificial y semen congelado, a través de su formidable
habilidad para producir mucha progenie por macho en multiples ambientes en
el tiempo. Esta habilidad es necesaria para crear y difundir los beneficios
genéticos vy facilitar la aplicacién de recientes técnicas genéticas moleculares
en programas de seleccion. Por ejemplo en Francia, especificamente para
ganado caprino en produccion de leche, existen dos esquemas de seleccion:
produccion de proteina y produccion de proteina (Leboeuf et al., 1998).

La criopreservacion como una técnica de almacenaje de semen caprino
tiene ventajas, pero el congelado y descongelado induce efectos detrimentales
en términos de dafno ultraestructural, bioquimico y funcional en el
espermatozoide, resultando en una reduccion de la motilidad, integridad de
membrana y habilidad fecundante. Como la criopreservacion compromete la

fertilidad del espermatozoide de caprino basado en indices de prefiez por



inseminacion artificial, los efectos detrimentales pueden ser compensados por
el uso de grandes cantidades de espermatozoides por dosis en la inseminacion
(Dorado et al., 2007).

La concentracién de eyaculado del macho cabrio varia de 2 a 6.5 mil
millones de espermatozoides por ml y tiene un volumen de 0.5 a 1.5 ml por
eyaculado (Hafez, 2000). Durante la monta natural, la cantidad de
espermatozoides que logran pasar al cérvix son aproximadamente de 100 a
140 millones; por tal razon, en la inseminacion artificial el minimo de
espermatozoides con motilidad progresiva al descongelado debe ser de 180
millones espermatozoides depositados en cérvix (Salamon, 1987).

La inseminacion artificial se ha venido desarrollando con éxito
considerable desde principios del siglo pasado tanto en bovinos como en
ovinos y porcinos. En las cabras aunque su utilizacion ha sido posterior, el éxito
y los beneficios obtenidos son similares a los de las otras especies como son el
mejoramiento genético en la produccién de leche, carne o pelo, una mayor
distribuciéon del semen de animales seleccionados de alta calidad y la mayor
cantidad de hembras servidas con el semen de un mismo macho (Arbiza,
1986). Cuando se utiliza semen fresco diluido, la fertilidad que se obtiene es
alta (Salamon y Maxwell, 1995; Karatzas et al, 1997), sin embargo se reduce al
utilizar semen congelado, situacion diferente a la del ganado bovino en el que
las tasas de concepcion con semen congelado son similares a las que se
obtienen con monta natural (Watson, 2000)

A pesar de los beneficios obtenidos, existen las desventajas de elevar
los costos de produccion y reducir la fertilidad al utilizar semen congelado. La

disminucién de la fertilidad después del proceso de congelacion se debe, en



parte, a la incapacidad para mantener la capacidad fertilizante del
espermatozoide durante su transito por el cérvix (Windsor et al., 1994). Para
evitar este problema se ha desarrollado la inseminacion artificial intrauterina por
laparoscopia, que permite el depésito del semen dentro del lumen del Gtero, lo
que aumenta el uso de semen congelado en pequenos rumiantes al obtener
fertilidades mas satisfactorias, pero incrementando los costos por el
procedimiento (Leboeuf et al., 2000).

La técnica de criopreservacién (congelamiento del semen) ha procurado
ante todo mantener la capacidad fertilizante del espermatozoide, sin embargo,
la conservacion a baja temperatura trae consigo efectos desfavorables sobre la
sobreviviencia de los espermatozoides (De Leeuw et al., 1990).

En general, se conoce que el 40-50% de los espermatozoides no
sobreviven al proceso de congelamiento del semen (Watson, 2000).

El estatus funcional del los espermatozoides depende de: la estabilidad
membranal, danos oxidativos, integridad de receptores membranales, y la
estructura nuclear (Watson, 2000).

Una conclusién general de los estudios realizados sobre el dafo que
produce la congelacidén y descongelacién en las células es que el sitio primario
de dano es la membrana plasméatica (Locksley et al., 1988; De Leeuw et al.,
1990).

La integridad de la membrana plasmatica es de crucial importancia para
el funcionamiento de los espermatozoides, ya que ésta, regula el intercambio
de iones y moléculas entre la célula y el medio extracelular (De Robertis, 1998).
Las técnicas morfoldgicas (microscopia electrénica de transmision y de barrido,

tinciones vitales y pruebas de florescencia) han proporcionado detalles de los



dafnos en la membrana plasmatica, sin embargo los resultados no siempre han
estado correlacionados con el porcentaje de fertilidad, a menos que el dafo
presente sea muy importante (Rodriguez-Martinez et al., 1997). Ademas las
pruebas de resistencia a los cambios osméticos confirman los dafos en la
membrana plasmatica que presentan las células (Rodriguez-Martinez et al.,
1997).

La integridad del acrosoma también se ha utilizado para predecir la
capacidad fertilizante del semen congelado (Buhr, 1989); aun asi, el aumento
del tamaro del acrosoma y la ruptura de la membrana acrosomal externa, no
se han podido correlacionar con la disminucién de la viabilidad de los
espermatozoides (Heras et al., 1996).

Recientemente se ha propuesto que no soélo estas estructuras se ven
afectadas durante el proceso de congelacién/descongelacion, también la teca
perinuclear (TP) puede verse alterada por el mismo proceso. La TP esta
localizada en la regién perinuclear de la cabeza del espermatozoide, es un
citoesqueleto estructuralmente continuo que envuelve al nucleo casi en su
totalidad (exceptuando la intersecciéon con el flagelo), contiene no solamente
elementos del citoesqueleto para mantener la forma de la cabeza espermatica
e impedir la descondensacién de la cromatina espermética, ademas contiene
moléculas de unién funcionales para la activacién del ovocito durante la
fertilizacion (Toshimori and Ito, 2003).

En el caso de ganado caprino, ademas de los dafos ocasionados por el
congelamiento a los espermatozoides existen informes en los que el uso de la
yema de huevo (componente de los diluyentes para la congelaciéon de semen)

produce una baja en la fertiidad del semen caprino después de la



criopreservacion, debido a la enzima fosfolipasa A, presente en el plasma
seminal caprino. Esta enzima coagula el medio de mantenimiento y provoca la
hidrélisis de las lecitinas de la yema de huevo produciendo acidos grasos y
lisolecitinas, las cuales resultan ser tdxicas para los espermatozoides (Salamon
y Maxwell, 1995; Parks y Graham, 1992). Para evitar este efecto téxico se ha
realizado la remocion del plasma seminal por centrifugacién (lavado del semen)
(Leboeuf et al., 2000). Los beneficios de remover el plasma seminal de esta
manera pueden variar. Ciertas investigaciones indican que remover el plasma
seminal es necesario para maximizar la motilidad y la integridad acrosomal del
semen caprino después de la congelacién (Memon et al., 1985). Sin embargo,
otros autores como Azerédo et al (2001), y Tuli and Holtz (1994) han
encontrado que la remocién del plasma seminal causa una reduccion
significativa en el porcentaje de motilidad de los espermatozoides en semen
congelado, e incluso en el semen fresco. Ademas de esta disminucién en la
motilidad, también se ha encontrado que el porcentaje de espermatozoides con
dafno en la membrana plasmatica aumenta después de la remocion del plasma
seminal y se acentta con el proceso de congelacion-descongelacién (Azerédo
et al., 2001).

De lo anterior se desprende la importancia de investigar las alteraciones
en la morfologia espermatica relacionadas con la viabilidad que ocurren
después del proceso de congelacion y descongelacion en el semen,
identificando los dafios que ocurren a nivel de citoesqueleto y de membrana
plasmatica; aun cuando se han realizado estudios del dafio que se produce a
nivel de TP por el proceso de congelacién-descongelacion en otras especies

como el bovino (Martinez, 2003; Felipe-Pérez, 2006) hasta el momento no



existen reportes de dichos estudios en la especie caprina, por lo que se hace
necesario investigar si dicho fenébmeno ocurre de la misma manera en los
espermatozoides del macho cabrio, y si este dafio a nivel de TP tiene relacién

con la supervivencia de los espermatozoides al proceso de criopreservacion.



lll. Antecedentes

El método mas usado para conservar el semen es la inhibicion de la
actividad metabolica mediante la reduccion de la temperatura.

Con excepcion de los bovinos, la utilizacion generalizada de semen
congelado no se ha extendido a las otras especies domésticas (Parks y
Graham, 1992; Holt, 2000), en parte porque los protocolos de congelacién no
proporcionaron resultados aceptables de fertilidad (Parks y Graham, 1992). Las
diferencias entre especies radican en la fisiologia y la bioquimica del
espermatozoide y, también, a las variaciones en la anatomia y fisiologia del
tracto reproductor femenino que dan lugar a importantes diferencias en las

caracteristicas del transporte espermatico (Holt, 2000).

1. LA CELULA ESPERMATICA

La célula espermética es la parte mas importante del semen, esta
disenado para pasar a través del tracto reproductivo de la hembra, sufrir
capacitacién, unirse a la zona pellucida, penetrar el ovocito, y liberar un juego
haploide normal de cromosomas al ovocito (Foote, 2003)

En la evaluacién de rutina de un eyaculado fresco generalmente estan
incluidas la determinacién inmediata del volumen, de la concentracion y del
porcentaje de espermatozoides que exhiben motilidad progresiva, siendo estos
los parametros mas importantes en la toma de decisiones que conciernen a un
posterior procesamiento del eyaculado, como diluciébn y congelacion
(Rodriguez-Martinez et al.,, 1997). Ademas de la motilidad, otras pruebas
relacionadas con la morfologia y el metabolismo se han correlacionado con la

fertilidad (Foote, 2003).



1. Estructuras de la célula espermatica

La célula espermatica tiene 3 regiones altamente especializadas: la
cabeza espermatica, involucrada en la interaccion espermatozoide-ovocito; la
pieza media con mitocondria, involucrada en la produccion de energia y el
flagelo, involucrado en la motilidad (Flesch y Gadella, 2000).

La cabeza espermatica de los mamiferos estd completamente rodeada
por una membrana plasmatica dando soporte a sus organelos y componentes
intracelulares, y por sus caracteristicas semipermeables mantiene el gradiente
quimico de iones y otros componentes solubles. Proteinas especificas de la
membrana plasmatica facilitan el transporte de glucosa y fructosa del ambiente
extracelular al interior de la célula (Silva y Gadella, 2006). Si la membrana
plasmatica no estd funcionalmente intacta el espermatozoide es considerado
deteriorado o muerto y no es capaz de fertilizar.

La forma de la cabeza es caracteristica de cada especie, con forma de
hoz en la rata y el ratén, y aplanada y redonda en el hombre y los animales
domésticos. La cabeza espermatica estd compuesta por dos regiones
principales: la region acrosomal y la region postacrosomal. La region acrosomal
ademas esta subdividida en dos regiones: la region anterior acrosomal y la

regidn posterior acrosomal (segmento ecuatorial). (Toshimori and Ito, 2003).

La cabeza espermatica contiene dos estructuras principales, una es el
nucleo, es cual esta rodeado por la envoltura nuclear, el otro es el acrosoma, el
cual es rodeado por una membrana acrosomal interna y una externa. El nicleo

esta totalmente presente en la cabeza. El acrosoma es un organelo en forma



de capuchon que cubre la mitad anterior de la cabeza cuya cobertura de area
varia por especies. La membrana acrosomica interna esta adherida a la
envoltura nuclear, se continia en el margen posterior del capuchén con la
membrana acrosomal externa. Las dos membranas corren paralelamente y
rodean una cavidad estrecha que esta ocupada por un material amorfo y
homogéneo: el contenido acrosémico, el cual es rico en enzimas (proteasas,
glicohidrolasas, estearasas, fosfatasa acida, arilsulfatasa) (Fawcett, 1970). La
porcion principal del acrosoma se llama segmento principal. Ademas hay una
regibn caudal especializada, donde hay un abrupto ensanchamiento del
capuchén y una condesancion de su contenido nombrado segmento ecuatorial
(Abou-Halia y Tulsani, 2000).

Microtdbulos y microfilamentos son elementos del citoesqueleto que
estan involucrados en la motilidad celular. Los microtubulos son estructuras
altamente dinamicas implicadas en varios aspectos del transporte de proteinas
y la polaridad de diferentes tipos de células. Los microfilamentos, que estan
compuestos de actina, son elementos citoesqueléticos ubicuos dentro de la
célula. El rol de los microfilamentos es al anclaje del acrosoma y darle forma a

la cabeza al envolver la membrana nuclear (Tachibana et al., 2005).

2. MADURACION ESPERMATICA

Para que un espermatozoide pueda fecundar al ovocito, éste debe de
sufrir una serie de cambios funcionales y bioquimicos durante su transito por el
epididimo (proceso de maduracion) y posteriormente en el tracto genital de la

hembra (capacitacién espermatica), ya que solamente los espermatozoides



maduros y capacitados pueden reconocer y unirse a la zona pelucida (Abuo-
Halia y Tulsani, 2000).

Durante el transito epididimario los espermatozoides experimentan
algunas modificaciones entre las cuales se pueden mencionar: cambios en la
membrana plasmatica (Flesch y Gadella, 2000) y la adquisicidén de movimiento
(Hoskins et al., 1978). Esta adquisicion de movimiento no depende de la
disponibilidad de energia, los efectos estimulantes de la motilidad estan
mediados por un incremento en el adenosin monofosfato ciclico (AMPc)
intracelular (Gabers et al., 1973). El efecto del AMPc en la motilidad puede ser

directo o mediado por la fosforilacion de proteinas.

3. CAPACITACION Y REACCION ACROSOMAL

Para que el espermatozoide eyaculado pueda fertilizar al 6vulo, requiere
de un periodo de residencia en el tracto reproductivo de la hembra (Visconti et
al., 1995); esta adquisicién de competencia se ha definido como capacitacion
(conjunto de cambios que le confiere al espermatozoide la habilidad para sufrir
la reaccion acrosomal y fertilizar al évulo). El espermatozoide eyaculado y
fresco no puede experimentar la reaccion acrosémica verdadera cuando es
expuesto a inductores biolégicos de la misma, debiendo primeramente sufrir el
proceso de capacitacién (Cross y Meizel, 1989). La capacitacion espermética
implica algunas alteraciones fisiologicas previas a la reaccion acrosémica en la
membrana del espermatozoide y es por tanto un pre-requisito para ella (Way et
al., 1995). El proceso de capacitacion incluye varias etapas: activacion

(involucra un cambio en la velocidad y patron de movimientos flagelares),



capacitacién propiamente dicha (con cambios en la estructura y propiedades en
la membrana plasmatica y acrosomal externa) y la reaccion acrosomal.

Los cambios en la estructura y la membrana plasmatica incluyen la
remocidon de proteinas y glicoproteinas del plasma seminal, que se
encontraban absorbidas a la superficie del espermatozoide eyaculado y la
modificacion/reorganizacion de moléculas de superficie del espermatozoide
(Abou-Haila y Tulsiani, 2000).

Durante la capacitacién, ocurre la fosforilacion de proteinas de la
membrana plasmatica del flagelo y de la cabeza del espermatozoide, y se
piensa que estos cambios conformacionales en estas proteinas pueden alterar
sus propiedades y contribuir al incremento en la afinidad a la zona pelucida,
hiperactividad y la induccidén de la reaccion acrosomal que son caracteristicas
de la capacitacién espermatica (Gadella et al., 2001).

Se ha sugerido que el calcio y el HCOS3 (Gadella, 2004) son requeridos
para la activacion de la adenil ciclasa espermatica, dando como resultado la
produccion de AMPc y la activacion de protein cinasas A, uniendose a tirosin
cinasa. Esta fosforilaciéon de la tirosina solo puede ocurrir por activacién de los
receptores de factor de crecimiento epidermal (EGF). Un alto grado de
fosforilacion causa polimerizacion de F-actina y unién de fosfolipasa C a la
membrana plasmatica (Breitbart, 2002).

La reaccion acrosomal es un proceso marcado por la fusion multiple
(vesiculacién) de la membrana acrosomal externa con la membrana plasmatica
y se parece a la exocitosis de otras células aunque con algunas caracteristicas
inusuales. Generalmente se esta de acuerdo que la glicoproteina de la zona

pelucida (ZP), ZP3 es el iniciador fisiolégico de la reaccién acrosomal. Se ha



descrito que la progesterona secretada por las células del cimulo también
inducen la reaccién acrosomal en varias especies, incluyendo al ganado
caprino (Somanath et al., 2000).

Cuando ocurre la unién del espermatozoide con la zona peliucida del
ovocito, la membrana acrosomal externa se fusiona en multiples sitios con la
membrana plasmatica que recubre al acrosoma, lo que resulta en la liberacion
del contenido acrosomal (enzimas hidroliticas y proteoliticas), seguidas por la
fusion y vesiculacion de las membranas plasmaticas y acrosomal externa, las
cuales son esenciales para que el espermatozoide atraviese las diferentes
capas que recubren el ovocito (Flesch y Gadella, 2000).

En el proceso de dilucion, refrigeracion y congelacion queda
particularmente afectada la membrana plasmatica de la cabeza del
espermatozoide, pero también la membrana de las mitocondrias, del acrosoma
y el flagelo (Hammerstedt et al., 1990).

Los dafnos acrosomales de muchas células, incluyendo la region
ecuatorial, se manifiestan por la vesiculacidon acrosémica, conocida como
reaccion acrosémica “falsa” o por degeneracion celular. Esta reaccidén consiste
en la pérdida del acrosoma debido a la desintegracion de las membranas
acrosomal y plasmatica durante la muerte celular y, a diferencia de la reaccion
acrosomica “verdadera” o fisiolégica, estos espermatozoides no representan la

poblacién espermatica con posibilidades de fertilizar ovocitos (Way et al., 1995)

4. EVALUACION DE LA CALIDAD ESPERMATICA
La evaluacién de la motilidad espermatica es la prueba mas usada

porque se puede realizar rapidamente, y el porcentaje de motilidad espermética



esta relacionado con la fertilidad. La precisién con que se estima la motilidad
espermatica y cualquier caracteristica de ésta es obviamente muy importante
(Foote, 2003).

Los espermatozoides pueden tener dos tipos de movimiento: de rotacion
(alrededor del eje); progresivo (desplazamiento de la célula), el cual puede ser
lineal o circular.

Dentro de la motilidad total un caso especial hace referencia a la
denominada motilidad masal, que es Unicamente evaluable en eyaculados de
mamiferos con concentraciones espermaticas muy elevadas, como es el caso
de los rumiantes. Para la valoracion se toman en cuenta dos parametros: el
porcentaje estimado de espermatozoides que muestran algun tipo de
movimiento o motilidad total; y el porcentaje de espermatozoides motiles que
presentan un movimiento progresivo o motilidad progresiva. Estas dos
estimaciones son un indicador de la calidad de movimiento que presente la
muestra seminal.

La integridad de la membrana espermatica ha sido uno de los
parametros mas estudiados, por su papel clave en la funcion espermatica. De
hecho, el estado de la membrana espermatica marca la integridad morfolégica
y funcional de la célula. La evaluacion morfolégica se realiza usando la 6ptica
de contraste de fase o las tinciones supravitales. También el examen a través
de la microscopia electrdnica de transmisién y de barrido ha sido valiosa para
determinar aspectos de integridad espermatica (Rodriguez-Martinez et al.,
1997). Sin embargo, la mayor parte de estas técnicas sélo aportan informacién
estructural parcial, y suelen ser tediosas y costosas. Ademas, aun cuando

algunas técnicas morfolégicas informan de los danos de la membrana



plasmatica, estos resultados no siempre estan correlacionados con la fertilidad
del semen, a menos que el dafo que presenten los espermatozoides sea muy
importantes (Rodriguez-Martinez et al., 1997). De hecho, posiblemente la
tincion mas usada es la eosina-nigrosina, la cual es muy econémica, asequible
y facil de realizar.

La evaluacion de la integridad de membrana constituye una informacion
importante en la evaluacion de la fertilidad del macho (Jeyendran et al., 1992).
Ademas, esta integridad no solo es fundamental para el metabolismo
espermatico, sino que también lo es para una adecuada capacitacién y
reaccion acrosomal y por ende para la fertilidad (Yanagimachi, 1994). Un grupo
de pruebas de funcionalidad espermatica que ha centrado un gran interés por
su simplicidad y su valor predictivo son las de resistencia osmatica.

La prueba hiposmética, consiste en someter a los espermatozoides a un
medio de presién osmética mas baja que la fisioldgica, o que causa una
entrada de agua en la célula en un intento de equilibrar la presion osmética
interna con la del medio externo. Para que esta reaccion se produzca, la
membrana plasmatica del espermatozoide debe estar integra y con los
mecanismos de intercambio de fluidos funcionando correctamente. La entrada
de agua provoca en estas células un hinchamiento y enrollamiento del flagelo.
Las células con la membrana fisica o funcionalmente dafiada no
experimentaran cambios en la forma del flagelo.

En cuanto a la morfologia espermatica, particularmente el estado
acrosmal, es un importante indicador de la fertilidad, y esto hace que convenga
realizar una valoracion especifica del mismo. En un espermatozoide que se

encuentra en perfectas condiciones se pueden distinguir tres regiones



claramente diferenciadas en la cabeza: la zona acrosomal, con su borde apical,
la zona postacrosomal y el segmento ecuatorial entre ambas. Las muestras
seminales con alta proporciéon de acrosomas alterados o ausente suelen tener
una baja fertilidad. Al respecto, Martinez (2003) encontr6 que existe una
correlacion negativa entre el numero de espermatozoides vivos con acrosoma
intacto y espermatozoides con la subestructura de la teca perinuclear ausente.
Para determinar el estado del acrosoma se han usado desde hace mucho

tiempo diferentes tinciones (giemsa, dobles y triples tinciones).

5. CRIOPRESERVACION DEL SEMEN

El fundamento de criopreservar el semen es prolongar la capacidad de
fertilizacion de los espermatozoides, al reducir su movimiento y reacciones
metabdlicas. Cuando el semen se congela en nitrégeno liquido a -196°C, las
reacciones metabdlicas de los espermatozoides quedan detenidas. Esto hace
que el semen se pueda conservar durante mucho tiempo con lo que se pueden
conservar genes para uso futuro y asegurar la disponibilidad genética de un
semental en particular (Evans y Maxwell, 1987).

Para la congelacion del semen en pajillas, cuyo semen ha sido diluido en
un solo paso, se debe enfriar a 5°C en un periodo de 1.5 a 2 horas y luego se
congelan. El semen que se ha diluido en dos etapas, se empajillan después de
haber sido enfriadas a 5°C y hecho la segunda dilucién, se mantienen a esa
temperatura por un periodo de 1 a 1.5 horas, para lograr un equilibrio entre el
semen y el glicerol, y se congelan (Leboeuf et al, 2000)

Para ser congeladas las pajillas se colocan en una gradilla fria (a 5°C),

que se expone a vapores de nitrogeno liquido (-75 a -100 °C) a una altura de 5



cm por encima de la superficie por un periodo de 20 minutos, y después se

introducen en el nitrégeno liquido para su conservacion (Valencia et al., 1994).

5.a) Descongelacion del semen

Durante la descongelacion del semen la fase de calentamiento es tan
importante para la sobrevivencia de los espermatozoides como la fase de
enfriamiento. Los espermatozoides que sobreviven a la congelacion a -196°C
aun deben superar el ser descongelados.

El éxito final de un procedimiento de congelacion estd condicionado por
el proceso de descongelacion (Valencia, et al., 1994). Tanto la velocidad de
enfriamiento como la de descongelacion ejercen un efecto sobre la
sobrevivencia de los espermatozides. Este efecto depende de que la tasa de
enfriamiento haya sido lo suficientemente lenta para permitir la salida de agua,
impidiendo la formacién de hielo intracelular y lo suficientemente rapida para
evitar los danos por el efecto soluto (exposicién a la concentracion de solutos
por demasiado tiempo). En el primer caso, se requiere de descongelacion
rapida para prevenir la recristalizacién de cualquier hielo intracelular presente
en el espermatozoide. Los espermatozoides descongelados rapidamente
también son expuestos por un corto periodo de tiempo, a las concentraciones
de solutos y crioprotectores, y la restauracion del equilibrio intra y extracelular
es mas rapida que al ser descongelados lentamente (Parks y Gram. 1992).

La descongelacion se consigue sumergiendo las pajillas en agua a
temperatura de 37°C durante 15 a 20 segundos. La descongelacion rapida
consiste en colocar las pajillas a temperatura mas elevada (55-60°C) durante

un menor periodo. Cuando se comparan la descongelacion lenta con la rapida



no se han observado diferencias en la recuperacion de la motilidad
espermatica, pero el dafio acrosomal es mayor en la rapida. Ademas la
descongelacion rapida requiere de mantener el agua a 60°C, que es dificil de
controlar en el campo y existe el riesgo de dafnar a los espermatozoides si se

mantiene el semen mas tiempo que el indicado (Valencia 1994)

5.b) Caracteristicas de los crioprotectores

El proceso de criopreservacion incluye 5 etapas: dilucion, refrigeracion,
adicion del crioprotector, congelacion y descongelacion. Mientras que algunas
fases son relativamente inocuas, otras son muy estresantes, como es el caso
de la refrigeracién y la congelacion (Watson, 1995).

El proposito de un diluyente es suministrar a las células espermaticas
con fuentes de energia, proteger a las células del dafo relativo a la
temperatura, y mantener temporalmente un ambiente confortable para la
sobrevivencia de los espermatozoides. Ademas, la utilizacion de un agente
crioprotector es indispensable en la minimizacién de los danos que se
producen en los espermatozoides durante el proceso de criopreservacion (Gao
et al., 1995).

Légicamente, cada uno de los diferentes componentes de los que consta
el medio han sido investigados separadamente y en combinacion, para
maximizar viabilidad y la fertilidad de espermatica después de la
descongelacion. En general, el medio de criopreservacion de semen caprino
incluye un crioprotector no penetrante (leche o yema de huevo), un
crioprotector penetrante (glicerol o etilen-glicol), un buffer (Tris o Test), una o

mas azucares (glucosa, lactosa, rafinosa, sacarosa o trehalosa), sales (citrato



de sodio, acido citrico) y antibioticos (penicilina, estreptomicina) (Evans vy
Maxwell, 1987).

La yema de huevo y la leche han sido los primeros componentes
utilizados para preservar a los espermatozoides del efecto del frio. Estas son
sustancias crioprotectoras puesto que durante los procesos de refrigeracion y
congelacion (Pickett y Komarek, 1966) minimizan la pérdida de los lipidos de
membrana aportandole fosfolipidos de bajo peso molecular (Graham y Foote,

1987).

5.c) Efectos por la criopreservacion

Existe evidencia de que la motilidad del semen descongelado se
mantiene durante menos tiempo, en comparacién con la del semen no
congelado, lo que permite concluir que los espermatozoides descongelados
son menos resistentes y que el proceso de congelacién altera las membranas
(Parks y Graham, 1992).

Los dafos sufridos por la congelacion permiten sugerir que las
membranas plasmatica y acrosomal son mas sensibles que el nucleo y la
porcién intermedia. Ademas, la membrana acrosomal externa es mas
vulnerable que la interna y que su contenido, es decir, el acrosoma
propiamente dicho (Salamon y Maxwell, 1995).

Los principales factores estresantes para las membranas en los
procesos de congelacion y descongelacion son de tipo térmico, mecanico,

quimico y osmético, como son:



o cambios provocados por la adicion del crioprotector antes
de la congelacion

o las alteraciones del volumen de la célula, es decir las
contracciones y expansiones de la membrana, en respuesta a las

soluciones hiperosmoticas crioprotectoras,

. la deshidratacion derivada de la congelacion,
o las fases de transicion de los fosfolipidos de membrana
o los efectos de la elevada concentracion de solutos y la

formacion de hielo intracelular (Parks y Graham, 1992).

Los dafos provocados durante los procesos de congelacion y
descongelacion en la membrana del espermatozoide incluyen alteraciones en
su organizacion, fluidez, permeabilidad y en su composicion lipidica (Watson,
1995). Ademas, se produce la pérdida de algunas proteinas de la membrana
(Ollero et al., 1998).

La microscopia electrénica evidencia la pérdida de la integridad de la
membrana, constatada por plegamientos de la membrana plasmatica que
rodea la regidén acrosdémica y la region intermedia. También se ha observado la
ruptura de la membrana plasmatica (Rodriguez-Martinez et al., 1993).

En el acrosoma, las lesiones son mas marcadas después de la
descongelacion, pero empiezan a evidenciarse con la dilucién, refrigeracion y el
periodo de equilibrio (Oettlé, 1986). Estas alteraciones originan un edema en su
porcién anterior, que la microscopia electrénica muestra como expansiones de
la matriz acrosomal en forma de pliegues y proyecciones. Parece ser que la
membrana acrosomal externa se puede dilatar para cubrir el aumento del area

acrosomal (Aalseth y Saacke, 1985).



La velocidad de descongelacion es uno de los factores mas importantes
que afectan la viabilidad del espermatozoide (Fiser et al., 1993). Esta debera
estar en concordancia con el protocolo de congelaciéon (Mazur, 1984); y a la
velocidad de descongelacion sobre la supervivencia del espermatozoide
depende del ritmo previo de congelacion (Fiser et al., 1993). Las velocidades
rapidas de congelacion exigen ritmos de descongelacion igualmente rapidos,
con el fin de recuperar el equilibrio osmético, la re-hidratacion y las propiedades
de la membrana, de modo semejante al que fue realizado durante la
congelacion (Farstad, 1996).

Hay que tener en cuenta que las descongelaciones lentas resultan
prejudiciales ya que proporcionan tiempo suficiente para que los pequefnos
cristales de hielo intra-celulares se agreguen constituyendo grandes cristales,
en un proceso denominado de recristalizacién (Mazur, 1984). Estos cristales
causan danos y muerte celular, por la ruptura fisica de la membrana plasmatica
y de los organelos (Henry et al., 1993). EI aumento de la velocidad de
congelacion y de descongelacién minimiza el tiempo de exposicidén de la célula
a una zona de temperatura intermedia en la que se producen los efectos de
solucion; este principio es generalmente aceptado en la congelacion de

distintos tipos de tejidos y células (Saacke, 1983).

5.d) Estrés osmotico

La supervivencia del espermatozoide descongelado puede estar
influenciada por el modo en que el glicerol es adicionado antes de la
congelacion (Fiser y Fairfull, 1989) y por la manera que es eliminado tras la

descongelacion, ya que ambas operaciones pueden crear un considerable



estrés osmotico, resultando en dafos celulares (Gao et al., 1995). El estrés
osmoético esta relacionado con las diferencias en la permeabilidad relativa al
glicerol y al agua de la membrana plasmatica. Tras la exposicién a un soluto
permeable, como es el caso del glicerol, el espermatozoide se encoge debido a
la pérdida del agua y después se hincha, asi que el agua y dicho soluto
permeable entran en la célula. Cuando estas células se suspenden en un
medio isosmético, inicialmente se hinchan ya que el agua entra en la célula y
después encogen debido a que tanto el agua y como el soluto se mueven hacia

el exterior de la célula (Ball y Vo, 2001).

5.e) Criopreservacién del semen caprino

Las interacciones perjudiciales entre el plasma seminal y la yema de
huevo fueron primeramente documentada por Roy (1957), el cual observé que
las células espermaticas mantienen su motilidad en diluyentes con yema de
huevo si el plasma seminal es removido, pero si el semen completo se adiciona
a un medio con yema de huevo, ésta se coagula y los espermatozoides
mueren. Se determind que la coagulacién de la yema de huevo es debido a
una enzima de origen bulbouretral, a la que llamaron enzima coaguladora de la
yema de huevo (EYCE, en inglés) (Roy, 1957). Esta enzima (EYCE) fue
identificada como una fosfolipasa A (Iritani y Nishikawa,1963).

La fosfolipasa A actia como un catalizador que hidroliza a la lecitina de
la yema de huevo en acidos grasos y lisolecitinas. Esta hidrélisis provoca que
la membrana plasmatica se vuelva mas fusogénica, lo que provoca la reaccion
acrosomal y la descondensacion de la cromatina. La activacion de esta

fosfolipasa en diluyentes es detrimental para la calidad de las células



espermaticas durante el enfriamiento y la criopreservacién (Purdy, 2006).
Ademas la fosfolipasa A se activa en presencia de iones de calcio,
disminuyendo su accién cuando en el medio aparecen citratos u oxalatos (Roy,
1957)

El método convencional para superar las interacciones perjudiciales del
plasma seminal y la yema de huevo consiste en diluir el semen caprino en una
solucion buffer y separar el plasma seminal de los espermatozoides por
centrifugacién (Leboeuf et al., 1998). Sin embargo, otros autores como Azerédo
y colaboradores (2001), y Tuli and Holtz (1994) han encontrado que la
remocidn del plasma seminal causa una reduccion significativa en el porcentaje
de motilidad de los espermatozoides en semen congelado incluso en el semen
fresco. Ademas de esta disminucion en la motilidad, también se ha encontrado
que el porcentaje de espermatozoides con dafno en la membrana plasmatica
aumenta después de la remocion del plasma seminal y se acentia con el

proceso de congelacién-descongelacion (Azerédo et al., 2001).

6. TECA PERINUCLEAR

En la cabeza del espermatozoide el mayor elemento del citoesqueleto es
la teca perinuclear (TP) que recubre al nucleo espermatico. La TP, también
llamada sustancia perinuclear, es una capsula rigida que se encuentra entre el
acrosoma y el nucleo, y cubre por entero al ndcleo espermatico, excepto en la
regién basal donde el tallo se implanta a el nucleo (Oko y Maravei, 1994). La
TP es ensamblada durante la espermiogénesis, estableciéndose entre la

membrana plasmatica y la envoltura nuclear de manera estructuralmente



continua. Se ha dividido en dos regiones estructuralmente continuas, la lamina
subacrosomal y la capa postacrosomal (Oko, 1995).

La lamina subacrosomal de la TP esta entre la membrana acrosomal
interna y la envoltura nuclear; y la capa postacrosomal se localiza caudalmente
formando un céliz que rodea la porciébn entre la envoltura nuclear y la
membrana plasmatica excepto en la insercién del flagelo (Juarez-Mosqueda y
Mujica, 1999; Mujica et al., 2003) (Fig. 1). Otra regién es el segmento
ecuatorial, el cual se encuentra entre la membrana plasmatica y la membrana

acrosomal interna (Oko, 1995).
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embrans
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Fig. 1 Esquema de la cabeza del espermatozoide de mamifero (Longo et al., 1987). La
teca perinuclear, componente citoesquelético de la cabeza del espermatozoide, esta
subdividida en la capa subacrosomal, anteriormente y en el céliz, posteriormente. Este ultimo
formado por la capa postacrosomal, adherida a la membrana nuclear externa, la hoja
postacrosomal y la capa paracristalina, en contacto con la cara interna de la membrana



plasmética del espermatozoide. N, nucleo; A interior del acrosoma; F, fosa de implantacion; C
complejo centriolar.

Entre los limites de la regién postacrosomal y el segmento ecuatorial de
la TP, se localiza la subestructura de la teca perinuclear (Juarez-Mosqueda y
Mujica, 1999). Esta subestructura forma una especie de anillo y su arquitectura
es especie especifica. En el espermatozoide de cobayo se observa como una
hilera de filamentos delgados (Mujica et al., 2003); en el de cerdo forma una
cadena de eslabones (Gutiérrez-Pérez, 2006); y en el bovino y el ovino se
conforma una linea de grecas (Martinez, 2003). En caprino se ha identificado
esta subestructura por medio de microscopia de fuerza atémica, donde
muestra forma de grecas, las cuales son mas profundas que el resto de la
superficie del espermatozoide (Ellis et al., 2002) Esta subestructura se ha
empleado como un marcador morfologico de la integridad de la teca perinuclear
del espermatozoide (Juarez-Mosqueda y Mujica, 1999).

La TP mantiene una continuidad estructural con la matriz nuclear, por lo
que es una estructura citoesquelética que da forma al nucleo, al hacer analisis
ultraestructurales de espermatides y espermatozoides epididimales se
demuestra una estrecha relacion entre la TP y las membranas acrosomales
espermaticas, que sugieren que la teca participa en la formacion de la cabeza y
en el ensamblaje del acrosoma (Sutovsky et al, 2003).

Se sabe que las proteinas que conforman a la TP como la calicina y los
MBP (polipéptidos de bandas multiples) contribuyen a la asociaciéon nucleo-
acrosoma y proveen algun tipo de cemento intermembranoso. Ademas estan
involucradas en la espermiogénesis en donde contribuyen a la reduccién del
citoplasma en la formacién de la cabeza espermatica y a la compresién del

citoplasma residual dentro de la zona mas densa (Longo et al., 1987).



Cuando el nucleo espermatico penetra al 6vulo, esta protegido por las
membranas nuclear, acrosomal interna y la TP. Una vez incorporado 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. Ocurrido esto, el material de la teca se mezcla con el
citoplasma del 6vulo antes de que la descondensacion del nucleo ocurra. La
destruccion de la teca comienza en la porcién apical de la region
postacrosomal (Yanagimachi, 1994) y se ha encontrado que Ila
descondensacion del nucleo espermatico también empieza en la porcion apical
de la region postacrosomal (Fouquet y Kann, 1994).

Ademas de estas funciones, la teca perinuclear participa en otras como
son:

o Durante la espermiogénesis la TP se asocia con las
membranas acrosomal y nuclear (Oko y Maravei, 1995). La TP
contribuiria a la asociacion nucleo-acrosoma proveyendo una clase de
cemento intramembranoso (Bellvé y O’Brien, 1983). Escalier (1990) ha
asociado las fallas en la diferenciacion de la TP con los espermatozoides
de cabeza redonda carentes de acrosoma.

o Durante la capacitacion y la reaccién acrosomal ocurren
arreglos especificos de particulas intramembranosas, quedando
localizadas en dominios diferentes. Los espermatozoides capacitados y
con reaccion acrosomal muestran un nuevo dominio de membrana en la
regién ecuatorial del acrosoma (Yanagimachi, 1994), que es reconocida
por la membrana plasmatica del ovocito para unirse y fusionarse durante

la fertilizacion. La posicion y la motilidad de las proteinas



transmembranales estan controladas por vinculos entre el citoesqueleto

y la membrana plasmatica (Mdujica et al., 2003).

o Se ha demostrado que la integridad de la TP previene el
acceso de los factores citoplasmaticos del ovocito al DNA espermatico,
bloqueando asi la descondensacién del nucleo espermatico (Sutovsky et
al., 1997).

o Reservorio de moléculas de senalizacion que pueden ser
desencadenantes de la activacion del ovocito, defensa antipoliespérmica
y el desarrollo embrionario temprano (Mujica et al., 2003)

o Después de la penetracion del espermatozoide al ovocito,
la TP es removida y las proteinas de ésta son liberadas al citoplasma. Al
mismo tiempo el nucleo espermatico se descondensa y se forma el
pronucleo masculino (Sutovsky et al., 1997). Kimura y colaboradores
(1998), encontraron que cuando se microinyectan cabezas espermaticas
con la TP expuesta al citoplasma del évulo, se forma un pronucleo bien
desarrollado y el 6vulo se activa; mientras que, los 6vulos que son
microinyectados con nucleos espermaticos sin TP no se activan. Por lo
que, el citoplasma del huevo tiene la capacidad de descondensar a la
TP, y los productos de la TP son capaces de activar al ovocito.

Se ha mencionado que parametros como la motilidad, la integridad de la
membrana plasmatica o del acrosoma no tienen correlacion significativa con la
viabilidad espermatica o con la fertilidad del semen criopreservado, y que otros
aspectos de la estructura espermatica estan siendo alterados por el proceso de
congelacion/descongelacion (Martinez, 2003; Martinez et al., 2006) de manera

especifica, la teca perinuclear. Al hacer la evaluacién mediante microscopia



electronica en la TP de espermatozoides de bovino, tanto en semen fresco
como descongelado, Martinez (2003, 2006), encontrd que se produce dafno a la
subestructura de la TP después del proceso de criopreservacion, el cual puede
afectar hasta el 52% de los espermatozoides. Las alteraciones van desde
cambios en la morfologia hasta la pérdida total de la misma. Asi mismo,
encontr6 que existe una correlacibn negativa entre el numero de
espermatozoides vivos con acrosoma intacto y espermatozoides con la
subestructura ausente.

Esta informacién, permite inferir que una de las estructuras que estan
provocando una disminucién en la calidad del semen criopreservado de caprino
es la TP. Por lo mismo la TP podria considerarse como un marcador de la
integridad del espermatozoide, lo que permitiria en el futuro optimizar las

técnicas usadas para la criopreservacion del semen en esta especie.



IV. Objetivo

General

Evaluar el efecto negativo de la criopreservacion del semen de caprino
sobre la integridad de la teca perinuclear del espermatozoide y su relacién con

la integridad de la membrana plasmatica y del acrosoma.

Particulares

1. Valorar la integridad de la teca perinuclear en los
espermatozoides frescos

2. Valorar la integridad de la teca en los espermatozoides
después del proceso de congelacion-descongelacion.

3. Correlacionar los cambios observados en la teca
perinuclear con los parametros de la calidad del semen (integridad de la

membrana plasmatica y acrosomal) pre y post congelacion.



V. Hipétesis

El proceso de criopreservacion de semen de caprino ocasiona dano en
la teca perinuclear del espermatozoide, que se relaciona con un aumento en el
porcentaje de espermatozoides con alteraciones a nivel de membrana

plasmatica y acrosomal.



VI. Material y métodos

Las muestras seminales fueron obtenidas durante la época reproductiva,
de sementales caprinos pertenecientes a la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan, localizada en el municipio de Cuautitlan Izcalli, Estado de México a
2,450 msnm, a 19 grados 43 minutos de latitud norte, y a 99 grados 14 minutos
de longitud poniente (Garcia, 1981).

Se colectaron 8 eyaculados, de 4 machos cabrios de la raza Alpino
Francés, mediante la vagina artificial, la cual se encontraba a una temperatura
de 42-45°C al momento de la coleccion.

Se realiz6 la evaluacion macro y microscopica, tomando en cuenta el
volumen y color del eyaculado, el movimiento progresivo de los
espermatozoides y la concentracion espermatica. EI movimiento en masa de
los espermatozoides se evalué mediante observacion de una gota de semen
sobre un portaobjetos al microscopio de luz, a una temperatura de 37°C y a un
aumento de total de 16x.

La concentracion espermética se evalué utilizando cdmara de Neubauer.

Ademas de esta pruebas se valor6 la viabilidad espermatica empleando
la técnica de tincion vital de eosina-nigrosina al 2%; mientras que la integridad
y funcionalidad de la membrana plasmatica se realizé mediante la prueba
hiposmatica (Correa y Zavos, 1994). La integridad del acrosoma se evalu6 con
el empleo de la técnica de triple tincién, que permite diferenciar tanto los
espermatozoides vivos de los muertos, como los que mantienen el acrosoma
intacto de aquellos que ya han sufrido reaccién acrosomal. Estas pruebas se
realizaron antes y después del congelamiento de los espermatozoides

empleando la misma muestra de semen. Para ello, cada eyaculado se separ6



en dos partes. En la primera (la mitad de la muestra) los espermatozoides
fueron lavados y resuspendidos en solucion salina (154 mM) a una temperatura
de 37°C y a una concentracién de 35X10° células/ml, con el objeto de no

afectar la viabilidad seminal. El resto se procesé para ser congelado.

Procedimiento para realizar la tincion triple.

Una vez que los espermatozoides fueron resuspendidos a una
concentracion de 35X10° células/ml, se tomé una muestra de 100 ul a la cual
se le adicion6 un volumen igual de azul de tripan al 2% en amortiguador de
fosfato salino (PBS) (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, NaH2PO4 9.6 mM, KH2PO4
1.4 mM, pH 7.4), y se incubaron a 37°C durante 15 min. Posteriormente la
muestra fue centrifugada a 2,500 rpm durante 3 min y el sobrenadante fue
descartado. Las muestras fueron resuspendidas y lavadas con PBS a 37°C por
centrifugacién/resuspension hasta que el sobrenadante se observo
transparente.

Posteriormente la muestra fue fijada en glutaraldehido al 3% en
amortiguador de cacodilatos al 0.1 M, pH 7.4, durante 1 h a una temperatura de
4°C. Enseguida las muestras fueron centrifugadas a 3,250 g por 3 min, se
hicieron dos lavados con agua desionizada y se resuspendieron en 200 ul de
solucién salina fisiologica. Posteriormente se realizé un frotis de cada muestra
y se dejaron secar a temperatura ambiente. Los frotis fueron incubados con 20
ul de café Bismarck al 0.8% en solucion acuosa, pH 1.8 durante 50 min a 37°C,
después se lavaron con agua desionizada, se dejaron secar a temperatura
ambiente y se incubaron con rosa de Bengala al 0.8% en amortiguador de Tris

0.1 M, pH 5.3 durante 30 min a temperatura ambiente. Al final se lavaron con



agua desionizada y se mont6 en un portaobjetos para su observacion. La
observacion se realizé en el microcopio de luz a 100x.

Se observé un total de 100 células espermaticas por cada muestra y se
clasificaron y contabilizaron de acuerdo a los patrones de afinidad y reaccion

tintorial de esta prueba, como se muestra en las imagenes.

-D.

Estatus Region Acrosomal  Region Postacrosomal
A Vivo con acrosoma Rosada Café claro
B Vivo sin acrosoma Sin tefir Café claro
C Muerto con acrosoma Rosada Café oscuro
D Muerto sin acrosoma Sin tenir Café oscuro

Procedimiento para la prueba hiposmotica.
Se uso6 esta prueba para evaluar la integridad y la funcionalidad de la

membrana plasmatica del espermatozoide.




El medio hipotdnico se hizo de la siguiente manera: Se elabor6 una
solucién con 0.5 ml de citrato de sodio (25 mM) y 0.5 ml de fructosa (75 mM) y
se incubd por 10 min a 37°C. De una muestra de semen de 200 ul, a una
concentracién de 35x10° células/ml, 10ul fueron colocados en un portaobjetos,
con la finalidad de evaluar el enrollamiento de los flagelos, se contaron 100
espermatozoides. Del resto de la muestra, 100ul fueron adicionados con un
volumen de 1 ml de la solucién hipotonica (100 mOsm) y se incub6 por una
hora a 37°C. Posteriormente fueron tomados 10 pl de la muestra incubada y se
depositaron sobre un portaobjetos para ser observados al microscopio de luz, a
un aumento total de 100x; se contd un total de 100 espermatozoides los que
mostraron enrollamiento del flagelo se consideraron como positivos a la

prueba, es decir con membrana integra y funcional.

Procedimiento de la prueba de viabilidad espermatica.

Se tom6 una muestra espermatica de 10 ul, a una concentracién de
35X10° células/ml, la que se colocéd sobre un portaobjetos junto con 10 ul de
eosina-nigrosina al 2% en PBS, y se cubrieron con un portaobjetos para su
observacién al microscopio de luz a 100x. Se contaron 100

Las células tenidas se consideraron muertas puesto que el colorante
penetré al interior por alguna discontinuidad de la membrana celular, mientras
que aquellos espermatozoides que mantuvieron la membrana plasmatica

intacta se observaron transparentes.

Procedimiento del gradiente de Ficoll.



Se utilizé para separar espermatozoides con y sin acrosoma. Se utilizé
una solucién madre de Ficoll al 50% en solucién salina (Hernandez, 2004). De
la solucion madre se prepararon soluciones al 30%, 20% y 10%. Se colocé al
fondo de un tubo de ensayo la solucion mas concentrada y se fueron poniendo
en la superficie las soluciones de menor concentracion (se afiadié 1 ml de cada
una de las soluciones, excepto de la solucién al 20%, de la cual se colocaron 2
ml). La muestra de semen que debe estar a una concentracién de 20X10°, se
agreg6 resbalandolo por las paredes del tubo. Después de esto, se
centrifugaron por 8 minutos a 1,500 rpm en una centrifuga clinica. De las fases
de 20 y 30% se obtuvieron los espermatozoides sin acrosoma y con acrosoma
respectivamente. Estas alicuotas se utilizaron para la prueba de microscopia

electrénica.

Criopreservacién del semen.
El semen fue diluido en una solucién para congelar mediante el método
de un paso, la cual consto de los siguientes ingredientes:

Solucion Madre

Tris (Hidroximetilaminometano) 18.02 gr.
D-Glucosa 9.978 gr.
Acido Citrico 7.44 gr.
Agua Bidestilada 500.00 ml

Solucion de trabajo
Solucion Madre 35 ml

Yema de huevo 10 ml



Glicerol 3.5 ml (7%)

Agua bidestilada 1.5 ml

El semen diluido fue envasado en pajillas de 0.5 ml, a una concentracion
de 150X10° espermatozoides por pajilla. Una vez llenas, las pajillas se sellaron
con alcohol polivinilico. Inmediatamente después, las pajillas se metieron en
una camara fria en bafo maria a una temperatura de 35°C, hasta que las
pajillas llegaron a una temperatura de 5°C, donde permanecieron durante un
periodo de equilibrio de 2 horas. Transcurrido este tiempo se congelaron en los
vapores de nitrégeno liquido, colocando las pajillas en posicién horizontal,
sobre una rejilla, a una distancia de 5 cm del nitrégeno liquido durante 20
minutos. Después se sumergireron en el nitrégeno liquido y se almacenaron

hasta su procesamiento (Valencia, 1994).

Descongelacion de las pajillas.

Las pajillas fueron sumergidas durante 15 seg en bafo Maria a 37°C.
Enseguida los espermatozoides fueron procesados para la valoracién de su
integridad empleando los mismos métodos que se utilizaron para evaluar a las

células espermaticas del semen fresco.

Procesamiento para microscopia electrénica.

Tanto las muestras se semen recién obtenidas como las que fueron
criopreservadas, se procesaron para la valoracion de la teca perinuclear al
microscopio electronico de transmisién, mediante la técnica de tincion negativa.

Para exponer la superficie de la teca perinuclear los espermatozoides



resuspendidos a una concentracién de 35X10° células/ml fueron incubadas a
temperatura ambiente en una solucion acuosa de Brij 36-T al 10% durante 10
min (70 wl /0.5 ml de suspensién), con la finalidad de solubilizar las membranas
y dejar expuesta la teca perinuclear. Las células se centrifugaron a 3,250 g por
3 min y se lavaron 3 veces con agua desionizada. Las muestras espermaticas
con la teca perinuclear expuesta fueron fijadas en solucién de Karnovsky
durante 2 horas a temperatura ambiente, o durante la noche a 4°C.
Posteriormente, las células fueron centrifugadas a 3,250 g por 3 min, lavadas 2
veces en PBS, dos veces en agua desionizada filtrada y resuspendidas en esta
ultima en su volumen inicial. Después de los lavados, las muestras
espermaticas fueron colocadas en rejillas de cobre de 200 mesh cubiertas con
membrana de soporte colodion-carbdn. Para ello, en la cara cubierta de la
rejilla se colocd en la superficie una gota de la suspensién espermatica. Se
mantuvieron asi, entre 5 y 10 min para que los espermatozoides quedaran
adheridos a la membrana, se retiré el exceso de la muestra y se dejaron secar.
Las muestras fueron tefidas con acetato de uranilo 0.01% en solucién acuosa
durante 12 seg 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 se secaran. El procesamiento de las muestras se
realiz6 en el Departamento de Morfologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de México
(FMVZ, UNAM) y las muestras se observaron en la Unidad de Microscopia
Electrénica del Departamento de Patologia de la FMVZ de la UNAM, en un

microscopio electrénico de transmision.



Analisis Estadistico.

Los resultados se analizaron mediante la prueba de t de Student para
datos pareados para los datos obtenidos en microscopia Optica (viabilidad
espermatica, integridad acrosomal, integridad de la membrana plasmatica) y
microscopia electrdonica (valoracién de la teca perinuclear) en fresco y
descongelado; la prueba de correlacion de Pearson para relacionar los datos
anteriormente mencionados. Para esto, se us6 el programa de cdémputo

MINITAB 13.0.



VIIl. Resultados

Concentracion y motilidad de los espermatozoides

La valoracion de la concentracion espermatica se realizd en los
eyaculados recién obtenidos. El promedio de la concentracién espermatica de
los 8 eyaculados fue de 3.046+1.3X10° células/ml.

La motilidad progresiva fue menor (P< 0.05) en los espermatozoides
descongelados, en comparacién con el semen fresco (43.75+3.63 vs

83.75+0.82%; Cuadro 1).

Diferenciacion entre espermatozoides vivos y muertos (viabilidad
espermatica)

La viabilidad de los espermatozoides empleando la tincién de eosina-
nigrosina fue significativamente menor en el semen descongelado en
comparacién con el semen fresco (38.5+2.2 vs 77.88+2.73%; P<0.05), (Cuadro
2). Igualmente, uando la técnica de triple tincion se encontrd que el promedio
de espermatozoides vivos con acrosoma intacto fue mayor en el semen fresco
que a la descongelacion (83.88+0.97 vs 41+1.87; P<0.000) (Cuadro 2).

Al comparar los resultados de eosina-nigrosina con triple tincion para
vivos (Grafica 4) y muertos (Grafica 5), no se encontr6 diferencia significativa

entre estos (P=0.000) (Cuadro 3).

Integridad de la membrana plasmatica



La prueba hiposmotica, utilizada para valorar la integridad de la
membrana plasmatica, mostr6 un mayor dafo en los espermatozoides
descongelados (P=0.000). Antes del proceso de criopreservacion el porcentaje
de espermatozoides con membrana plasmatica integra fue del 80.13+2.06 y

después del descongelado fue de 39.50+3.16. (Cuadro 4)

Integridad del acrosoma

Con la técnica de triple tincién, se encontré que el 86.13+1.71%
espermatozoides tenian acrosoma intacto (Cuadro 5), de este porcentaje el
80.62+1.54 correspondia a espermatozoides vivos y 5.50+0.46 a
espermatozoides muertos; El valor de espermatozoides que no presentaron
acrosoma fue de 13.88+1.71, de los cuales 3.25%#0.61 correspondié a
espermatozoides vivos (con reaccién acrosomal), y el 10.62+1.10 a
espermatozoides muertos (Cuadro 6, Grafica 8)

En cuanto al semen descongelado se obtuvo un 42.13+3.62 de
espermatozoides que presentaron acrosoma intacto (Cuadro 5, Grafica 7)
(30.25+2.68 vivos y 11.87+1.34 muertos), y de los espermatozoides que no
presentaron acrosoma 10.75+1.30 correspondi6 a los vivos y 47.12+2.78 a los

espermatozoides muertos (Cuadro 7, Grafica 9).

Separacion de espermatozoides con y sin acrosoma

Utilizando el gradiente de Ficoll, se logr6 hacer la separacion de los
espermatozoides con acrosoma de los espermatozoides sin acrosoma. En el
gradiente de 20% se obtuvo una mayor separacién de células sin acrosoma,

74.25+3.8 en fresco y 78.75+2.2 en descongelado (Cuadro 8).



Mientras que en el gradiente de 30% se obtuvo una mayor cantidad de
espermatozoides con acrosoma, 76.37+2.4 en fresco y 68.37+2.3 en
descongelado (Cuado 9).

Al comparar estos resultados, se encontr6 que existe diferencia
estadistica significativa entre los espermatozoides que presentan acrosoma
intacto de los ya han perdido el acrosoma en cada uno de los gradientes

(Grafica12y 13)

Integridad de la teca perinuclear

Para la evaluacion de la TP se emplearon espermatozoides
desmembranados y procesados para su observacion al microscopio electrdnico
de transmision (MET) por la técnica de tincibn negativa. Se uso la
subestructura de la TP como marcador morfolégico de la integridad de la
misma, la cual se encuentra rodeando la cabeza espermatica en la parte apical
de la regién postacrosomal de la TP (Juarez-Mosqueda y Mujica, 1999).
Conforme a esto las muestras se clasificaron como: teca integra o normal,
cuando la subestructura era de forma de grecas continuas (Martinez, 2003);
teca alterada, cuando la subestructura presentd algun dafo (falta de grecas o
interrupciones en la continuidad).

En los espermatozoides sin acrosoma (que han sufrido reaccién
acrosomal), la proporcién de espermatozoides con teca perinuclear alterada fue
de 68+2.68% en el semen fresco y 68+2.53% en el descongelado (Grafica 14).
Mientras que en los espermatozoides con acrosoma intacto el porcentaje de
espermatozoides con teca perinuclear normal o integra en el semen fresco y

descongelado fue de 79.6+3.54 y 67.61£5.98 (%) (Grafica 15).



En el cuadro 11, se muestra la integridad de la teca perinuclear y los
parametros de calidad del semen en los espermatozoides sin acrosoma antes
del congelamiento. Existié una correlacion negativa entre los espermatozoides
con TP normal y los espermatozoides con TP alterada (r= -0.989, p<0.05). En
los espermatozoides con acrosoma en fresco se puede ver que existe una
correlacion positiva entre las células vivas evaluadas con triple tincion (TT) y
las células que presentan TP normal (r=0.882, p<0.05); en cambio con las
células que presentan TP alterada, existe una correlacion negativa con los
espermatozoides vivos (r=-0.933, p=0.021) (Cuadro 12).

En el semen descongelado se puede observar nuevamente la
correlacién negativa que existe entre los espermatozoides con TP normal y los

espermatozoides con TP alterada (Cuadro 13y 14).



VIIl. Discusion

Al descongelar las pajillas de semen se observd que tanto la motilidad, la
viabilidad, integridad de la membrana plasmatica y acrosoma, se ven
disminuidas alrededor de un 50% en relacion al semen fresco, lo que coincide
con datos de otros autores (Marco-Jimenez et al., 2006; Purdy 2006; Watson
2000).

La motilidad encontrada en semen fresco fue de 83.75 y de 43.75 en
semen descongelado. Los rangos manejados para la motilidad en fresco van
desde el 85% (Azeredo et al., 2001) hasta el 70% (Marco-Jimenez et al., 2006;
Karatzas et al., 1997). Mientras que para el descongelado se manejan valores
desde 50% (Karatzas et al., 1997) hasta valores alrededor del 30% (Azeredo et
al., 2001; Marco-Jimenez et al., 2006), por lo que lo registrado en este trabajo
esta dentro de los parametros que otros autores han encontrado.

Al hacer la evaluacion de la vitalidad de los espermatozoides con triple
tincidbn y con eosina-nigrosina, no se encontraron diferencias estadisticas al
identificar a los espermatozoides vivos de los muertos tanto en fresco como en
descongelado, por lo que las dos técnicas cumplen su funcién. La eosina-
nigrosina es rapida y se puede emplear como prueba rutinaria en la evaluacion
del semen. Mientras que la triple tincion proporciona mas informacion acerca
del estatus fisiologico del espermatozoide y su capacidad fertilizante.

En cuanto a la integridad de la membrana (prueba hiposmotica), para
provocar en las células un hinchamiento y enrollamiento del flagelo por la
entrada del agua, se requiere que la membrana plasmatica del espermatozoide
esté integra y con los mecanismos de intercambio de fluidos funcionando

correctamente. Mientras que las células con la membrana fisica o



funcionalmente dafiada no se observan cambios en la forma del flagelo (Correa
y Zavos, 1994; Pérez-Llano et al.,, 2001). Desafortunadamente no se logré
correlacionar con otros parametros estudiados (viabilidad, integridad del
acrosoma e integridad de la TP), posiblemente debido al tamafno de la muestra
analizada.

La enzima fosfolipasa, que cataliza la hidrdlisis de las lecitinas de la
yema de huevo a acidos grasos y lisolecitinas, las cuales son las responsables
de la toxicidad. Para evitar este efecto se recomienda no exceder del 2% la
cantidad de yema de huevo del diluyente o quitar el plasma seminal por
centrifugacion (Evans y Maxwell, 1987), sin embargo, estudios méas recientes
encuentran un efecto desfavorable en las muestras previamente centrifugados
tras su descongelacién sobre la motilidad e integridad acrosémica (Tuli & Holtz,
1994). Al diluir los eyaculados no se observé ningun caso de toxicidad.

La integridad del acrosoma también ha sido considerado como un
marcador para predecir la capacidad fertilizante del semen congelado (Bubhr,
1989), aunque no se ha podido correlacionar el daio ocurrido en el acrosoma
con la disminucién en la fertilidad de los espermatozoides (Heras et al., 1996).
Los resultados encontrados de la integridad acrosomal en este estudio van de
86% en semen fresco hasta 42% en semen descongelado. Estos valores son
mayores a los descritos por otros autores (Marco-Jimenez et al., 2006 Valencia,
1994) que trabajaron con semen de chivo.

La baja fertilidad que tiene el semen criopreservado, se puede deber no
solo al dafo ocurrido en la membrana plasmatica o a la integridad del
acrosoma, sino a estructuras dentro de la célula (Locksley et al., 1988). La TP

es el principal elemento citoesquelético de la cabeza de los espermatozoides



de mamifero (Longo, et al., 1987; Juarez-Mosqueda y Mujica, 1999) y su
integridad es de crucial importancia para el funcionamiento del espermatozoide.
En diversas investigaciones senalan la participacion de la TP en funciones
espermaticas como el mantenimiento de dominios de la membrana plasmética
de la cabeza, en la integridad del acrosoma y del nucleo, en la activacién del
ovocito (Buhr et al., 1989)

Martinez (2003, et al., 2006) encontrd que en la TP del espermatozoide
de bovino existe un incremento en el dafno a la subestructura de la TP después
del proceso de criopreservacion. A pesar de los dafos ocurridos después de la
criopreservacion, solo se encontrd correlacién positiva entre las células vivas
evaluadas con triple tincion y la TP normal, y una negativa con las células vivas
y la TP alterada (Cuadro 9).

En este estudio se observd una relacion entre la integridad de la
subestructura de la TP y los espermatozoides con acrosoma intacto tanto en el
semen fresco como descongelado (Cuadro 7). Es posible, que la razén por la
cual encontremos cierta cantidad de células con TP alterada en los
espermatozoides con acrosoma, sea debido al porcentaje de purificacién de las
células con acrosoma (76% en semen fresco), el cual fue ain menor después
del proceso de criopreservacion (68%).

Asi, en los espermatozoides que han sufrido reaccién acrosomal, la TP
esta alterada o ausente tanto en semen fresco como descongelado. Esta
pérdida de la subestructura después de la reaccion acrosomal es como la
descrita por Juarez-Mosqueda y Mujica (1999) en espermatozoides de cobayo.

Ellis y colaboradores (2002) al evaluar una subestructura de la superficie

espermatica (subsegmento ecuatorial), logran identificar hundimientos



alrededor de la cabeza del espermatozoide en forma de grecas posiblemente
provocadas por la subestructura de la TP en espermatozoides frescos con
acrosoma integro. En ese trabajo después de provocar la reaccién acrosomal,
la zona que corresponde a la subestructura de la TP se observa menos
marcada y los hundimientos disminuyen. Esto nos indica que al igual que en
nuestro trabajo existen alteraciones en la subestructura de la TP después del
ocurrida la reaccion acrosomal.

Ademas de este hay otros trabajos que refuerzan los resultados
obtenidos entre la integridad del acrosoma y de la TP. En el caso de
espermatozoides de humano con cabeza redonda carentes de acrosoma se
han asociado a fallas en la diferenciacion de la TP (Escalier, 1990). Martinez et
al., (2006) encontraron que existe una correlacion negativa entre el niumero de
espermatozoides vivos con acrosoma intacto y espermatozoides con la
subestructura ausente.

Se ha pensado que la TP puede ser el mayor colaborador para la
formacién y moldeamiento de la cabeza del espermatozoide. Durante la
espermiogénesis la TP se asocia con las membranas acrosomal y nuclear (Oko
y Maravei, 1995). Después de la capacitacion y la reacciéon acrosomal ocurre
un reacomodo de los dominios de membrana los cuales son mediados por
vinculos entre el citoesqueleto y la membrana plasmatica (Mujica et al., 2003).
En semen de cerdo se ha demostrado que existe una redistribucion de los
dominios de membrana por la criopreservacion, similares a la capacitacion in
vivo (criocapacitacion) (Yescas, 2006). En este trabajo se encontré que el

semen criopreservado tiene valores elevados de espermatozoides que han



sufrido reaccion acrosomal, lo cual nos llevaria a un mayor numero de células
en las cuales la TP se encuentra alterada.

Usando altas concentraciones de trehalosa como crioprotector se
obtiene un mayor porcentaje de espermatozoides con acrosoma intacto en
semen de chivo (Aboagla y Terada, 2003). Asi, se podria hacer una evaluacion
de la subestructura de la TP utilizando trehalosa en lugar de Tris-acido citrico, y
poder identificar si el dafo a esta subestructura disminuye, al igual que

disminuye la cantidad de células con acrosoma dafiado.



IX. Conclusiones

Después del proceso de criopreservacion hay un aumento en la cantidad
de acrosomas dafiados en las células y una disminucion de la viabilidad en el
semen caprino.

Asi, si se conserva la integridad de la teca perinuclear se logra mantener
también la integridad del acrosoma, aun después del proceso de
criopreservaciéon, por lo que la teca perinuclear esta involucrada en el
mantenimiento del acrosoma del espermatozoide de caprino, cuando el

espermatozoide esta vivo.



Anexos

Cuadro 1. Resultados de la motilidad espermatica de semen fresco contra

descongelado

Fresco

Descongelado

Motilidad

83.75+0.82°

43.75+3.63°

Literales diferentes por linea indican diferencia significativa (P<0.05), mediasz ee.

Cuadro 2. Comparacion de la viabilidad en semen fresco y descongelado

empleando las técnicas de triple tincion y eosina-nigrosina.

TT E-N
Fresco 83.88+0.97% 77.88+2.72
Descongelado 41.0+1.90% 38.5+2.2%

Literales diferentes por linea indican diferencia significativa (P<0.05), mediastee.

Cuadro 3. Resultados de la integridad de la membrana plasmatica en

semen fresco contra descongelado mediante la prueba hiposmotica.

Fresco

Descongelado

Integridad membrana
plasmatica

80.13+2.06 °

39.50+3.16°

Literales diferentes por linea indican diferencia significativa (P<0.05), mediastee.




Cuadro 4. Resultados de la integridad del acrosoma en semen fresco

contra descongelado, mediante la técnica de triple tincion

Fresco

Descongelado

Integridad acrosomal

86.13+1.712

42.13+3.62°

Literales diferentes por linea indican diferencia significativa (P<0.05), mediastee.

Grafica 1. Distribucion de los porcentajes de integridad acrosomal en

semen fresco, para espermatozoides vivos y muertos (triple tincién)
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Grafica 2. Distribucion de los valores de integridad acrosomal en semen

descongelado en espermatozoides vivos y muertos (triple tincion)
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Cuadro 5. Resultados de la integridad del acrosoma en semen fresco y

descongelado obtenidos del gradiente de 20% de Ficoll

Con acrosoma

fresco

Sin acrosoma

fresco

Con acrosoma

descongelado

Sin acrosoma

descongelado

Gradiente
20%

25.75+3.8°

74.25+3.8°

21.25+2.2°

78.75+2.2°

Literales diferentes por linea indican diferencia significativa (P<0.05), mediastee.




Cuadro 6. Resultados de la integridad del acrosoma en semen fresco y

descongelado obtenidos del gradiente de 30% de Ficoll

Con acrosoma

fresco

Sin acrosoma

fresco

Con acrosoma
descongelado

Sin acrosoma
descongelado

Gradiente
30%

76.37+2.4°

24.62+2.5°

68.37+2.3°

31.62+2.3¢

Literales diferentes por linea indican diferencia significativa (P<0.05), mediastee.

Cuadro 7. Resultados de la integridad de la teca perinuclear en semen

fresco y descongelado con acrosoma integro (Al) o con reaccion

acrosomal (RA)

TP Normal TP Alterado TP Normal TP Alterado
(RA) (RA) (Al) (Al)
Fresco 31.6+271a |[68+2.68b 79.6 +3.54c | 19.6 £ 3.54d
Descongelado | 32 +2.53a 68 + 2.53b 67.6 £5.98b |32.4 +5.98a

Literales diferentes por linea indican diferencia significativa (P<0.05), mediastee.

Figura 1. Vista de la subestructura de la Teca Perinuclear




Microscopia electrénica de la cabeza de un espermatozoide de caprino con la TP expuesta. Se
observa la forma caracteristica de la subestructura intacta (A) y las alteraciones morfolégicas
que se presentaron en la subestructura de la TP (B).



Cuadro 8. Coeficientes de correlacion obtenidos mediante la prueba de

correlacion de Pearson en muestras frescas sin acrosoma.

Vivos | Vivos | TPN TPA MI
E-N TT

Vivos |1 0.324 |0.046 |-0.094 |0.784
E-N 0595 |0.942 |0.880 |[0.116
Vivos 0.564 |-0.654 |[0.314
TT 0.322 0.232 0.607
Tpn -0.989 [-0.421
0.001 0.480
Tpa 0.325
0.594

Vivos E-N Vivos con Eosina-Nigrosina, Vivos TT Vivos con Triple Tincién, TPN Teca Perinuclear Normal,
TPA Teca Perinuclear Alterada, Ml Membrana Integra

Cuadro 9. Coeficientes de correlacion obtenidos mediante la prueba de

correlacion de Pearson en muestras frescas con acrosoma.

Vivos Vivos TPN TPA Mi
E-N 1T
Vivos 1 0.324 [0.344 |-0.338 |0.784
E-N 0.595 | 0.571 0.578 |0.116
Vivos 0.882 |-0.933 |0.314
TT 0.048 | 0.021 0.607
Tpn -0.990 |0.580
0.001 0.306
Tpa -0.500
0.391

Vivos E-N Vivos con Eosina-Nigrosina, Vivos TT
TPA Teca Perinuclear Alterada, Ml Membrana Integra

Vivos con Triple Tincién, TPN Teca Perinuclear Normal,




Cuadro 10. Coeficientes de correlacion obtenidos mediante la prueba de

correlacion de Pearson en muestras descongeladas sin acrosoma.

Vivos | Vivos | TPN TPA M
e-n 1T
Vivos |1 -0.213 | 0.569 |-0.569 |0.263
e-n 0.731 |0.317 |0.317 |0.670
Vivos -0.846 | 0.846 | 0.256
1T 0.071 0.071 0.678
Tpn 1.00 0.229
0.711
Tpa -0.229
0.711

Vivos E-N Vivos con Eosina-Nigrosina, Vivos TT Vivos con Triple Tincién, TPN Teca Perinuclear Normal,
TPA Teca Perinuclear Alterada, Ml Membrana Integra

Cuadro 11. Coeficientes de correlacion obtenidos mediante la prueba de

correlacion de Pearson en muestras descongeladas con acrosoma.

Vivos

Vivos Vivos TPN TPA MI
e-n T
Vivos 1 -0.213 |0.325 |-0.325 |0.263
e-n 0.731 0.594 |0.594 |0.670
Vivos 0.475 |-0.475 |0.256
TT 0.419 |[0.419 |[0.678
Tpn -1.00 0.573
0.313
Tpa -0.573
0.313

E-N Vivos con Eosina-Nigrosina, Vivos TT

TPA Teca Perinuclear Alterada, Ml Membrana Integra

Vivos con Triple Tincién, TPN Teca Perinuc

ear Normal,
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