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RESUMEN

GURROLA LICEA MARIANA. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA
FUNCIONALIDAD DE LA MEMBRANA PLASMATICA Y EL ESTADO DE
CAPACITACION DEL ESPERMATOZOIDE OVINO UTILIZANDO 5°C Y -5°C
DURANTE EL PERIODO DE EQUILIBRIO. (Bajo la direccién de Dra. Maria de
Lourdes Juarez Mosqueda y MPA Rosa Berta Angulo Mejorada).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la temperatura del
periodo de equilibrio (5°C y —5°C), previo al congelamiento, sobre la viabilidad
del espermatozoide ovino. Se utilizaron 8 eyaculados provenientes de 4
machos en los que se evalu6: la motilidad, la viabilidad y el estado de
capacitacion en el semen fresco y después del proceso de criopreservacion,
previo enfriado a 5°C y -5°C. La viabilidad se determiné mediante la tincién del
semen con Eosina-Nigrosina, mientras que para el estado de capacitacion se
uso la técnica de Clortetraciclina. No se encontr6 diferencia significativa
(p<0.01) en la motilidad progresiva entre las muestras de semen fresco y las
enfriadas a 5y -5°C (83.7, 38.1 y 53.1%, respectivamente). Existié diferencia
en la integridad membranal entre las muestras de semen fresco y las enfriadas
a 5°y -5°C, siendo similar en las muestras enfriadas (70.8 vs 30.87 y 38.37%,
respectivamente) . Al comparar patrones de capacitacion, no se encontrd
diferencia estadistica significativa entre el semen fresco y congelado sin , en el
semen enfriado, al agrupar los espermatozoides no capacitados y aquellos
capacitados con y sin reaccion acrosomal, existio diferencia estadistica
(p=<0.05) a favor del enfriado a -5°C. Se concluye que el enfriado del semen a —
5°C previo a la congelacion disminuye el porcentaje de espermatozoides

capacitados y con reaccion acrosomal al descongelamiento.



1.INTRODUCCION

La inseminacion artificial (IA) es una de las técnicas de reproduccion asistida
mas importantes, que son utilizadas para el mejoramiento genético de los
animales." Durante muchos afios, los programas de IA se basaron
fundamentalmente en el uso de semen fresco; con el descubrimiento del efecto
crioprotector del glicerol durante el congelamiento,>® se ha puesto un mayor
interés en el uso de semen congelado.

Al utilizar nitrogeno liquido se permite mantener el semen congelado a —196°C,
logrando con esto que las reacciones metabdlicas de los espermatozoides
disminuyan considerablemente permitiendo su conservacion por largos
periodos de tiempo.*® Sin embargo, ain con las mejores técnicas de
congelacion, es necesario aumentar la concentracibn espermatica en cada
unidad de inseminacién debido a la disminucion del porcentaje de células vivas
después del congelamiento.®

Entre las causas por las que disminuye el porcentaje de espermatozoides vivos
postcongelacion se encuentran: el choque térmico, la composicion del diluyente
utilizado y los cambios osméticos a los que se ve expuesto el espermatozoide.®
Debido a que del 40% al 50% de los espermatozoides no sobreviven a la
criopreservacion y de este porcentaje del 20-30% presentan cambios por

dafio,”®

se requiere incrementar el nimero de espermatozoides para asi
asegurar suficientes células viables, en el lugar y momento de la fecundacién.®
En la especie ovina la IA transcervical con semen congelado brinda tasas de
concepcion muy bajas, pero si se realiza una inseminacion intrauterina los

resultados mejoran notablemente® con respecto a esto, Maxwell et al (1993)°

reportaron que para la IA intrauterina profunda se necesitan 10 millones de



espermatozoides moviles para obtener mas de un 50% de fertilidad, mientras
que para la IA cervical se necesitan 10 veces mas de espermatozoides.

El problema de la criopreservacion no es la habilidad del espermatozoide para
mantenerse viable a -196°C sino sortear el dafio que ocurre durante el
congelamiento-descongelamiento. "%

La reduccién de la viabilidad del semen congelado es atribuida a las
alteraciones que sufre la membrana, tanto en su estructura como en su
funcionalidad durante este proceso.™

Por ello la criopreservacion exitosa de semen, requiere del mantenimiento de
las caracteristicas morfofisiolégicas del espermatozoide que le permitan
conservar su capacidad fertilizante, por ejemplo, el mantenimiento de las
enzimas acrosomales Utiles para la penetracién al ovocito.*

Para mejorar los resultados de fertilidad y prolificidad obtenidos en el empleo
de la IA con semen congelado se ha sugerido que los estudios se enfoquen a
mejorar la sobrevivencia de los espermatozoides y a causar el menor dafio a su
estructura durante el proceso de congelado-descongelado.

El proceso de congelacién se desarrollé sobre bases empiricas. Para ello, el
semen diluido fue enfriado lentamente hasta que alcanzara la temperatura del
refrigerador comun, que es de 5°C. Sin embargo, el enfriamiento lento a
temperaturas por debajo de los 0°C parece tener un efecto benéfico sobre la
viabilidad e integridad de los espermatozoides, particularmente en aquellas
especies en las que el espermatozoide es mas sensible al choque por frio. Al
continuar el enfriamiento hasta -5°C se ha logrado disminuir el dafio a la

membrana plasmatica en el cerdo,”* en el ovino'* y en el caprino.™



Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del enfriado a
5°Cy -5°C precongelacion sobre la viabilidad del espermatozoide del ovino.
1.1 ANTECEDENTES

La inseminacion artificial (IA) se puede definir como un método reproductivo en
el que las células sexuales masculinas son depositadas dentro del aparato
genital femenino por medios distintos al de la copula y su implementacion ha
permitido un mejor aprovechamiento del material genético de los machos.*

El poco éxito obtenido con las técnicas tradicionales de IA utilizando semen
congelado habia sido un factor importante para limitar su uso en los rebafios
ovinos, sin embargo, con los recientes avances tecnoldgicos se ha logrado
mejorar la eficacia de esta técnica obteniendo grandes ventajas como son:

e Mejora Genética: Utilizando sementales superiores e incrementando el
namero de crias por semental por afio.

e Facil transporte del material genético: Se reducen costos al transportar
semen ya que es mas econémico que transportar al semental, se evita la
propagacion de algunas enfermedades, permite el intercambio
internacional de semen.

e Conservacion prolongada del semen: El semen de machos valiosos
puede ser utilizado en afios posteriores e incluso después de la muerte
del semental, asi como la creacién de “bancos de germoplasma”.!

Sin embargo, la IA también presenta importantes desventajas ya que es
necesaria la presencia de técnicos especializados, es una técnica que
representa cierto costo y aunado a esto, los valores de fertilidad obtenidos son
menores a los obtenidos con monta natural, particularmente cuando se utiliza el

semen congelado en una IA cervical.® La baja fertilidad obtenida con el uso del



semen congelado después de la inseminacion cervical, ha sido relacionada con
la reducida motilidad de los espermatozoides congelados-descongelados,
posiblemente esto impide que se alcance una poblacién suficiente de
espermatozoides para atravesar el cérvix, el utero y finalmente el oviducto;
siendo un namero muy reducido de células las que llegan al lugar de la
fertilizacion. Este problema se ha tratado de corregir utilizando semen que
contenga una mayor cantidad de células motiles o modificando el sitio de
deposicion del semen por medio de una inseminacion intrauterina con la ayuda
de un laparoscopio* (figura 1), por lo consiguiente, la IA con semen congelado—

descongelado ha tenido un uso relativamente limitado en la especie ovina.®

Figura 1.- Inseminacién intrauterina por laparoscopia utilizando semen congelado.



cervical.® La baja fertilidad obtenida con el uso del semen congelado después
de la inseminacion cervical, ha sido relacionada con la reducida motilidad de
los espermatozoides congelados-descongelados, posiblemente esto impide
gue se alcance una poblacion suficiente de espermatozoides para atravesar el
cérvix, el utero y finalmente el oviducto; siendo un nimero muy reducido de
células las que llegan al lugar de la fertilizacion. Este problema se ha tratado de
corregir utilizando semen que contenga una mayor cantidad de células motiles
o modificando el sitio de deposicion del semen por medio de una inseminacién
intrauterina con la ayuda de un laparoscopio® (figura 1), por lo consiguiente, la
IA con semen congelado—descongelado ha tenido un uso relativamente

limitado en la especie ovina.*®

Figura 1.- Inseminacion intrauterina por laparoscopia utilizando semen congelado.

2. GENERALIDADES

El espermatozoide fue descrito por primera vez por Leeuwenhoek en 1677,
quien observé su forma general y describié los movimientos natatorios de la
célula; pero fue hasta 1875 que Hertwig demostr6 la penetracién del

espermatozoide en el ovocito y la unién de ambos gametos.*’



El espermatozoide o gameto masculino, es una célula alargada con una
cabeza aplanada portadora del nucleo, un cuello que une a la cabeza con el
flagelo, el cual se divide en pieza media, segmento principal y terminal; la pieza

media contiene la maquinaria necesaria para la motilidad celular.® (figura 2)

Cabeza
Cuello

—Membrana
Plasmitica
Mitocondria
Fibras Densas

Pieza
Media

f—Nlembrans Plasmitica
Mitocondria

— dnmulus

Columna Longjtudinal
Fibras Densas
‘Avonema

Pieza
Principal
Membrana Plasmatica
—Columna Longitudinal
+—Vaina Fibrosa

Figura 2.- Esquema de la morfologia espermatica

Modificado de Amann y Picket 1987'%: Juhasz et al 2000

En la cabeza se encuentra el nldcleo que contiene una cromatina altamente
condensada, un contenido de DNA haploide; la teca perinuclear que se
encuentra rodeando al nucleo y el acrosoma que ocupa la regién anterior de la
cabeza.?

El acrosoma es una estructura membranosa que se origina durante la fase de
espermatida a partir del complejo de Golgi, contiene enzimas como la acrosina
y la hialuronidasa, que son necesarias para que el espermatozoide penetre las
envolturas que recubren el ovocito.?’ El acrosoma consta de una membrana

interna que se encuentra justo arriba de la envoltura nuclear y una membrana



externa que esta intimamente relacionada con la membrana plasmética de la

parte anterior de la cabeza espermatica.?* (figura 3)

Longo et al 19877

Figura 3.- Corte sagital de la cabeza

En el caso del ovino se ha reportado que el espermatozoide tiene una longitud
total de 67.2 um, de las cuales, 8.2 um corresponden a la cabeza 14.0 um a la
pieza media y 45 um a la pieza principal y terminal del flagelo.?®

2.1 MEMBRANA PLASMATICA DEL ESPERMATOZOIDE

El espermatozoide estad rodeado completamente por la membrana plasmatica
(MP), que esta organizada a manera de bicapa y constituida por lipidos,
proteinas y carbohidratos. La MP es una estructura fluida, por lo que las
moléculas lipidicas que la componen se mueven en el plano de la bicapa, estos
movimientos se conocen como difusién lateral, rotacion y flip-flop.?*

Los lipidos de la membrana son en su mayoria fosfolipidos, los cuales
presentan regiones hidrofilicas e hidrofébicas con interacciones bien definidas

de lipido a lipido y de lipido a proteina, sin embargo la MP también contiene

colesterol.?®



La composicion lipidica de la MP es asimétrica ya que cada lado de ella esta
expuesto a un entorno diferente, los componentes protéicos son también
asimétricos con dominios funcionales distintivos diferentes dentro de la
membrana.?®

Se sabe que los fosfolipidos con carga neutral o positiva como la fosfatidilcolina
y la esfingomielina se encuentran preferentemente en la cara extracelular de la
MP y que los fosfolipidos anionicos como la fosfatidiletanolamina y la
fosfatidilserina se encuentran en la cara citoplasmatica de la MP.?*%

La relacién existente entre fosfolipidos saturados e insaturados en la MP del
espermatozoide ovino es cercana al 1:3, en donde el fosfolipido mas
abundante es la fosfatidilcolina, seguida en orden decreciente de concentracion
por la esfingomielina, la fosfatidiletanolamina, la  fosfatidilserina y los

fosfoinositidos.? (figura 4)

Cara extracelular am i S e s
Fosfatidilcolina ﬁ Glucolipido

T -

Fosfatdilelanolamina

. Fosfatidil serina

Cara Citoplasmatica

Figura 4.-Esquema de la membrana plasmatica, se puede observar la distribucion de los

fosfolipidos, glucolipidos y colesterol que la conforman. Modificado de Alberts et al (2008).%°

El colesterol también tiene una distribucion asimétrica ya que tiene una mayor
afinidad por la fosfatidilcolina y la esfingomielina por lo que se encuentra en su
mayoria en la cara extracelular de la MP:;® manteniendo una relacion

colesterol:fosfolipidos cercana al 0.85:1.2° El colesterol influye en el estado de



fluidez membranal ya que una mayor concentracion de este se refleja en una
mayor rigidez, lo cual se debe, a las caracteristicas moleculares de este
compuesto. Su estructura quimica presenta una composicién espacial que le
brinda una zona rigida formada por cuatro anillos cerca de su zona polar, que
al interactuar con las los fosfolipidos adyacentes restringe la difusion lateral,
disminuyendo la fluidez en esta zona.?’

Debido a su naturaleza hidréfoba; la MP presenta una permeabilidad selectiva,
son las cadenas hidrocarbonadas en la bicapa lipidica, las que proporcionan
una barrera semipermeable a sustancias idnicas y polares, sin embargo, su
movimiento a través de las membranas es permitido por proteinas especificas
por ejemplo, una molécula polar debe unirse a una proteina transportadora
para que le permita el paso ya sea a través de un canal acuoso o por cambios
conformacionales de la misma, mientras que las sustancias pequefias sin carga
pueden difundirse simplemente a través de la bicapa lipidica a favor de su
gradiente de concentracién.?’

2.2 ESPERMATOGENESIS

La produccién de espermatozoides es conocida como espermatogénesis, esta
se realiza en el epitelio de los tubulos seminiferos de los testiculos y tiene una
duracion de 41.2 dias, con cuatro ciclos del epitelio seminifero con una
duracion cada uno de 10.3 dias en el ovino.?®® Durante la espermatogénesis
las células germinales en desarrollo, experimentan una serie continua de
divisiones celulares y cambios que comienzan en la periferia de los tubulos y
avanzan hacia la luz de los mismos.

En una primera etapa denominada espermatocitogénesis, las espermatogonias

(células madre) sufren varias divisiones mitéticas, algunas de las células



resultantes tienen la finalidad sélo de proliferar para mantener una poblacién
estable de las mismas, mientras que otras se transformaran en espermatocitos
que se dividiran por meiosis para reducir su contenido de DNA y convertirse en
células haploides. Las células resultantes de este ultimo proceso son las
espermatides, las cuales sufren una serie de cambios estructurales y de
desarrollo para formar a los espermatozoides en una segunda etapa conocida
como espermiogénesis. La Ultima etapa del proceso es conocida como
espermiacion en la cual los espermatozoides son liberados hacia la luz de los
tubulos seminiferos.

Los espermatozoides que provienen del testiculo durante su transporte por el
epididimo experimentan una serie de cambios conocidos como maduracion
epididimal que incluyen cambios funcionales, como el desarrollo del potencial
para la motilidad sostenida, la modificacion de los patrones metabdlicos y
estructurales como la estabilizacion de estructuras, entre ellas, la cromatina
nuclear, cambios en la superficie de la membrana plasmatica y la pérdida de la
gota citoplasmatica.® Ademas, durante este trayecto los espermatozoides
entran en contacto con los fluidos epididimales siendo cubiertos por una capa

2 an el

de proteinas y carbohidratos conocida como factor descapacitante;
carnero el transporte de los espermatozoides por el epididimo tiene una
duracion de 16 dias. Si bien los espermatozoides desarrollan la capacidad de
fecundar al 6vulo durante su transporte por el epididimo, dicha capacidad se
considera parcial ya que los espermatozoides deben experimentar el proceso

de capacitacion que los habilita para interaccionar con el évulo, llevar a cabo la

reaccion acrosomal y penetrar al mismo.® %
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2.3 CAPACITACION ESPERMATICA
Los espermatozoides eyaculados no tienen la capacidad inmediata de fecundar
ya que requieren de una fase adicional de maduracion en el aparato
reproductor de la hembra, que los prepara para fertilizar, la cual es conocida
como capacitacion y es un prerrequisito para que el espermatozoide pueda
sufrir la reaccién acrosomal.?! *® En el caso del carnero los espermatozoides
sobreviven en el aparato genital de la borrega de 30-48 hrs,® mientras que para
la capacitacion sélo se requiere alrededor de 1.5 horas en promedio.®* 3
Durante el coito el semen es depositado en la vagina de las borregas y es en
este punto donde se inicia la capacitacion, con la remocién del factor
descapacitante, esto por parte de los fluidos del aparato reproductor de la
hembra® lo que se continla en las regiones mas craneales, donde los
espermatozoides permanecen adheridos a la superficie de las células
epiteliales del oviducto. Sin embargo la capacitacién no es especifica de un
6rgano.® Tampoco todos los espermatozoides se capacitan en el mismo
momento ya que este proceso depende de la respuesta individual de la
célula.?®
Los eventos principales de la capacitacion conducentes a la reaccion
acrosomal incluyen:

I. El retiro de particulas intramembranosas del area de la membrana

plasmatica asociada con el acrosoma.
[I. La disminucion de la rigidez de la membrana plasmatica.

[Il. El aumento de la concentracion del calcio libre intracelular.

IV. El aumento del metabolismo energético y de la motilidad del gameto.®
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Se sabe que durante la capacitacion los componentes superficiales que
recubren al espermatozoide (ej. factor descapacitante) son modificados o
eliminados por las secreciones del aparato reproductor femenino, lo que
desestabiliza la membrana plasmatica y permite la reaccion acrosomal. Este
proceso de desestabilizacion también se ve favorecido por una disminucion del
contenido de colesterol y una modificacion de los glucosaminoglicanos, de la
superficie espermatica ademas de cambios i6nicos, a medida de que el
espermatozoide avanza por el aparato reproductor de la hembra. La
capacitacion causa los cambios acrosomales necesarios para que el
espermatozoide penetre en las estructuras del 6vulo, por lo que el proceso de
capacitacion impide la activacion acrosomal prematura, retardandola hasta que
los espermatozoides llegan al sitio de fecundacion y entren en contacto con el
6vulo.®

Al igual que otros tipos celulares, los espermatozoides mantienen gradientes
ionicos a traves de la membrana plasmatica; para mantener una concentracion
mayor de K"y menor de Na* en el espacio intracitoplasmatico interviniendo la
bomba de sodio/potasio.?*

Se sabe que durante la capacitacion la concentracion intracelular de K* se
reduce significativamente y al mismo tiempo de manera opuesta la
concentracion de Na® se incrementa dramaticamente, reflejando un
decremento en la actividad de la bomba de sodio potasio.?

No se sabe mucho acerca del papel del calcio intracelular durante la
capacitacion. Se ha comprobado que la concentracion de Ca®* en el
espermatozoide es baja, tanto en la cabeza como en el flagelo, y aunque se

desconoce la verdadera manera en que este se halla almacenado, se han
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propuesto a las mitocondrias y algunas proteinas como reservorios. La
regulacién de Ca®' intracelular se justifica por la deteccién de bombas de
calcio, la existencia de un sistema antiporter Na*/Ca?* y el intercambiador
Ca®'/H*, en la membrana plasmatica del espermatozoide.*

El requerimiento de calcio para la capacitacion es posiblemente un reflejo 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 fosforilaciéon de proteinas espermaticas. Una de las
proteinas fosforiladas durante la capacitacion es la fosfolipasa C, que cataliza
la conversion del fosfatidilinositol trifosfato (PIP3) en diacilglicerol (DAG) e
inositol trifosfato (IP3), los cuales han sido involucrados en el incremento de la
fluidez de la membrana plasmatica y también en el aumento de su capacidad
fusogénica.®

Muchos investigadores han utilizado a la reaccion acrosomal como un indicador
de una capacitacion completa, ya que para que se lleve a cabo la reaccion
acrosomal es necesario que el espermatozoide esté completamente
capacitado.

2.4 REACCION ACROSOMAL

El espermatozoide capacitado modifica su patron de motilidad, cambiando de
una forma progresiva lineal a un movimiento poco controlado no lineal con
movimientos agitados en una sola area, a este cambio se le conoce como
hipermotilidad, el cual ocurre por lo general en el ampula del oviducto y se sabe
gue esta modificacion en los patrones de movimiento ayudan al contacto del

espermatozoide con el 6vulo.?®
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La reaccion acrosomal (RA) consiste en la fusion de la membrana plasmatica
del espermatozoide con la membrana acrosomal externa sobre el segmento
anterior del acrosoma seguida por la vesiculacion de ambas membranas y la
liberacion de enzimas contenidas en el acrosoma mediante un proceso de
exocitosis regulada; la falsa RA ocurre por el envejecimiento o degeneracion
de los espermatozoides, donde se presenta la pérdida del acrosoma.®

En una RA verdadera la zona pellcida induce la reaccion acrosomal a través
de sefiales (glicoproteinas) que son acopladas a receptores (proteinas) que se
encuentran en la regién acrosomal del espermatozoide, estos receptores son
expuestos durante el proceso de capacitacion.

La zona pellcida del ovocito contiene tres glicoproteinas que reciben el nombre
de proteinas de zona 1, 2 y 3 (respectivamente ZP1, ZP2 y ZP3). La ZP1y la
ZP2 son proteinas estructurales, mientras que la ZP3 interactla con receptores
de membrana del espermatozoide. Se conocen dos sitios de union en el
espermatozoide: la regiéon primaria de union (ZBR) que es la responsable de la
adherencia del espermatozoide con la zona pellcida; y la region en donde se
encuentran los ligandos promotores de la RA (ARPR) que al unirse con la ZP3
desencadenan una cascada de sefializacién dando inicio a la RA.%

La uUnica porcion del acrosoma que se conserva después de la RA es el
segmento ecuatorial, en el cual se establece un nuevo dominio de membrana
gue le permitira al espermatozoide fusionarse con el évulo.

En esta caracteristica también se difiere de la falsa RA ya que en esta Ultima se
produce un dafio irreversible de las membranas del espermatozoide causando
una pérdida prematura del contenido acrosomal y por lo tanto la incapacidad de

completar la fertilizacién.”®
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La zona peldcida del ovocito contiene tres glicoproteinas que reciben el nombre
de proteinas de zona 1, 2 y 3 (respectivamente ZP1, ZP2 y ZP3). La ZP1y la
ZP2 son proteinas estructurales, mientras que la ZP3 interactla con receptores
de membrana del espermatozoide. Se conocen dos sitios de union en el
espermatozoide: la region primaria de union (ZBR) que es la responsable de la
adherencia del espermatozoide con la zona pellcida; y la region en donde se
encuentran los ligandos promotores de la RA (ARPR) que al unirse con la ZP3
desencadenan una cascada de sefializacién dando inicio a la RA.%

La dnica porcion del acrosoma que se conserva después de la RA es el
segmento ecuatorial, en el cual se establece un nuevo dominio de membrana
gue le permitira al espermatozoide fusionarse con el évulo.

En esta caracteristica también se difiere de la falsa RA ya que en esta Ultima se
produce un dafo irreversible de las membranas del espermatozoide causando
una pérdida prematura del contenido acrosomal y por lo tanto la incapacidad de
completar la fertilizacion.?®

3. CRIOPRESERVACION DEL SEMEN

El proceso de congelamiento del semen es conocido como criopresevacion,
como consecuencia de este proceso, el metabolismo de las células
espermdticas se disminuye al minimo, quedando activo Unicamente el
necesario para sobrevivir sin perder su capacidad fertilizante.*

La IA utilizando semen criopreservado de carnero se ha visto limitada por las
bajas tasas de fertilidad (25 al 45%) obtenidas.*

El proceso de criopreservacion causa diversos dafios a la célula espermatica,

los cuales son provocados por los cambios de temperatura, el estrés osmético
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y toxico que ejerce el crioprotector en la célula y la formacién o disolucion de
hielo tanto fuera como dentro del espermatozoide.’

Se ha comprobado que existen varios rangos de temperatura que se
consideran zonas criticas de temperatura, cuando se reduce la temperatura por
debajo de los 20°C, el espermatozoide comienza a presentar cambios fisicos a
nivel de la membrana plasmatica, y entre los -15°C y -60°C, se producen
fendmenos como la formacion de cristales de agua (sobreenfriamiento), la
distorsion y desestabilizacion de la membrana y el estrés osmotico entre
otros.***® De forma particular el semen de carnero sufre estos dafios por
congelacion en el rango de temperatura de -10°Ca  -25°C.**

El sobreenfriamiento es el fendmeno que ocurre cuando la suspension de
células es enfriada mas alld de su punto de congelacién sin que se forme
hielo;* por lo tanto el sobreenfriamiento, ocurre cuando la temperatura decrece
por debajo de 0° C y el agua extracelular se congela mientras que la
intracelular no lo hace al mismo tiempo; ello debido a que la membrana
funciona como una barrera que impide que el cristal extracelular crezca hacia el
interior de manera continua.™®

Cuando los espermatozoides son enfriados a una velocidad lenta se permite la
deshidrataciéon, logrando que el agua intracelular salga, formandose los
cristales de hielo en los compartimentos extracelulares y evitdndose asi que la
célula se dafie por efecto mecénico, sin embargo cuando la célula se
deshidrata se eleva la osmolaridad por la alta concentracién de solutos

intracelulares, causandose un estrés osmotico. %33
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Se ha comprobado que entre mas rapido sea el proceso de congelacion existird
una mayor probabilidad de que ocurra el fendmeno de choque frio y en
consecuencia la muerte celular.’%3*

Thurston et al (2003)** observé que las curvas de congelaciéon eran
interrumpidas por un incremento de la temperatura a los -5°C, seguido de un
periodo de rdpido enfriamiento hasta alcanzar la temperatura de la cadmara de
congelacion, por lo que concluyd que esta fluctuacion de temperatura
correspondia a la liberacion del calor latente de fusién por la formacion de hielo
dentro de la muestra y que este recalentamiento y el subsecuente
congelamiento rapido tenian un efecto detrimental sobre las células.

Por otra parte se ha observado que los espermatozoides que resisten el
proceso de congelacion y descongelacién presentan modificaciones en la
membrana plasmatica similares a los que se producen durante la capacitacion
y la reaccién acrosomal, como, la pérdida de fosfolipidos y colesterol o
fracciones de estos.®® La membrana del espermatozoide se dafia durante la
criopreservacion y el descongelado, por lo que es mas permeable, y los iones
gue se encuentran en altas concentraciones en el medio extracelular como el
Ca?'y Na' entran a la célula estimulando los eventos dependientes del calcio,
como lo es la capacitacién y la reaccién acrosomal.®

Estos efectos han sido evaluados por la técnica de Clortetraciclina (CTC), un
antibiotico, que tiene la capacidad de unirse al calcio presente en la membrana
plasmatica y seguir los cambios en su distribucién durante la capacitacién a
través del uso de un microscopio de fluorescencia. *"*

Grasa (2006)* realiz6 un experimento para validar la tincién de CTC en el

ovino, induciendo la capacitacion a espermatozoides recién eyaculados con
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diferentes medios capacitantes, se observd que a las 0 hrs de incubacién las
células presentaban un 71.6% del patrén correspondiente a “sin capacitar”,
pero transcurridas 4hr de incubacion, los patrones presentes en las muestra
cambiaban a un 55.6% presentando el patron correspondiente a “capacitado”.
Con esto la técnica de CTC quedé validada para determinar el estado de
capacitacion del espermatozoide ovino.

Algunos autores han propuesto que durante la etapa de enfriamiento del
semen, la membrana plasmatica sufre cambios en el estado fisico de los lipidos
gue la componen, que ocasiona que se presente una transicion entre la fase

del estado liquido-semicristalino al estado de gel.*®

Este fendmeno hace que la
membrana se vuelva rigida y pierda elasticidad, por ello, algunos
investigadores han prolongando el tiempo de enfriado del semen hasta

temperaturas cercanas a 0°C*3**

antes de congelarlo, con lo que se ha logrado
mejorar la viabilidad de los espermatozoides.

Por ello se puede suponer que si el semen se enfria durante un periodo de
tiempo mas largo, hasta alcanzar temperaturas mas bajas, se permitira el
reacomodo transversal de los fosfolipidos y de los dominios de la estructura
tridimensional lipidica de la membrana plasmatica y se evitara la formacion de
hielo intracelular, manteniendo asi su estabilidad y funcion.

Ademas se ha reportado que el citoesqueleto es otra estructura que sufre
alteraciones por la criopreservacion. Watson (1995),"° menciona que las
proteinas del citoesqueleto espermatico que soportan las membranas

plasméaticas y acrosomal, pueden presentar despolimerizacion vy

repolimerizacién dependiente de temperatura, lo cual también seria un reflejo
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de los rapidos cambios de volumen que sufren las células espermaticas
durante el proceso de congelacion.

Recientemente se ha demostrado que la TP del espermatozoide del bovino se
dafia durante la criopreservacion; observandose que el porcentaje de
espermatozoides con TP ausente se incrementa mientras que el numero de
espermatozoides vivos disminuye. Por lo que se ha inferido que el dafio a la TP
podria contribuir a la reduccion de la viabilidad del semen congelado-
descongelado.®

El presente trabajo pretende estudiar algunos de los procesos que ocurren en
el espermatozoide cuando se expone a bajas temperaturas, para poder disefiar
protocolos de congelacion que permitan mantener la viabilidad de las células y

con esto dar un impulso al uso de la IA en los ovinos.
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4. HIPOTESIS
El dafio a la membrana plasmética y a la funcionalidad del espermatozoide
ovino disminuira si el semen es enfriado lentamente hasta -5°C previo a la
congelacion.
5. OBJETIVOS
Objetivo general
Evaluar el efecto del enfriado a 5°C y -5°C precongelacion sobre la viabilidad
del espermatozoide del ovino.
Objetivos especificos
1. Valorar el efecto del enfriado a 5°C y -5°C precongelacion sobre la
motilidad y la integridad de la membrana plasmatica del espermatozoide
ovino.
2. Determinar el efecto del enfriado hasta 5°C y -5°C precongelacién sobre
el estado de capacitacion espermética.
3. Comparar el efecto de ambas temperaturas sobre la viabilidad del

espermatozoide ovino.
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6. MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se realizd6 en el Centro de Ensefianza, Investigacion y
Extension en Produccion Ovina (C.E.LE.P.O.) de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la UNAM, ubicado en el poblado de Tres
Marias, municipio de Huitzilac, Estado de Morelos, entre los meses de enero y
febrero del 2006.

El centro se encuentra a una altura de 2810 m.s.n.m., el clima de la region es
Cb (m) (w), con una precipitacion pluvial de 1724.6 mm y una temperatura
media anual de 9.9° C.

Se utilizd el semen de 2 carneros de la raza Suffolk y 2 de la raza Dorset, con
una edad entre los 2 y 6 afios, los animales presentaban buena condicion
corporal y estaban fisicamente sanos.

La recoleccion del semen se realiz6 una vez por semana, colectando dos
eyaculados por macho con el uso de la técnica de vagina artificial.

Los eyaculados recién colectados fueron mantenidos en un termo conteniendo
agua a 30°C y enseguida se evaluaron macroscéopicamente, tomando en
cuenta el volumen, el color (cualquier cambio en la coloracién fue motivo de
descarte) y la presencia de cuerpos extrafios.

Posteriormente se realiz6 la evaluacion microscopica tomando en
consideracion la motilidad de los espermatozoides (movimiento en masa y el
porcentaje de motilidad progresiva) y la concentracion espermatica del
eyaculado.

Motilidad en masa

Se colocé una gota de semen sobre un portaobjetos limpio, seco y a 37°C, se

observo con un microscopio fotonico (Ernst Leitz GmbH Wetzlar 490678) a un
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aumento total de 100X. La estimacién de la motilidad se bas6 en el vigor o
potencia de la onda espermética, valordndose entre 0 y 5. Eyaculados con una
valoracion menor o igual a 3 fueron desechados para no ver comprometida las

pruebas.!

Valor Clase Descripcién

5 Muy buena | Ondas y remolinos de movimiento muy rapidos

4 Buena Movimiento vigoroso, pero las ondas y remolinos no son rapidos
3 Regular | Ondas de movimiento lento
2 Pobre No se aprecian ondas pero si movimiento de la muestra

1 Muy pobre | Muy poco movimiento

0 Muertos | Ningin movimiento

Adaptado de Salamon et al (1990).
Motilidad progresiva

Se utilizé una gota de semen diluida en una gota de solucion salina fisiolégica
sobre un portaobjetos limpio, seco y a 37°C, se cubrié con un cubreobjetos y
se observo al microscopio fotonico (Ernst Leitz GmbH Wetzlar 490678) a un
aumento total de 400X. Se observaron varios campos y se valoré el porcentaje
de espermatozoides motiles entre 0 y 100%,* desechando los eyaculados con
un porcentaje menor al 60%.

Concentracién del eyaculado

Se determin6 el numero de espermatozoides por mililitro con el uso de un
hemocitémetro, utilizando la técnica descrita por Salamon et al (1990).*

6.1 EVALUACION DE LA INTEGRIDAD DE LA MEMBRANA PLASMATICA
Se empled la tincibn de Eosina-Nigrosina para evaluar el porcentaje de

espermatozoides con membrana intacta, utilizando para ello un frotis
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espermatico que fue observado en el microscopio fotonico (Ernst Leitz GmbH
Wetzlar 490678) a un aumento total de 1000X. Para realizar el frotis se coloco
una pequefia gota de semen sin diluir en un extremo del portaobjetos y se
agrego el colorante en una proporcion de 1:2 respectivamente, mezclando
perfectamente para poder extender el frotis, dejando secar al aire, una vez
seco se aplicé resina para montar el cubreobjetos. Posteriormente, se procedié
a la evaluacion en el microscopio foténico (Ernst Leitz GmbH Wetzlar 490678)
a un aumento total de 400X, se observaron 100 células por muestra,
diferenciandose las células que tuvieran la membrana plasmatica alterada, por
permitir que el colorante penetrara al interior de las mismas, tifiéndose
totalmente o parcialmente de un color purpura, mientras que aquellas células
con membrana intacta no permitieron la penetracion del colorante y por lo tanto
no se tifieron (transparentes).*

En la practica los términos “viable” o “vivo” son utilizados para describir a las
células que presentan la membrana plasmatica intacta.*

Algunos autores reportan que en los frotis tefiidos con EN, los espermatozoides
pueden observarse parcialmente teflidos y esto es considerado como un
indicador de dafio sobre la membrana, ya que hay una clara correspondencia
de la porcion no tefiida con la region acrosomal de la cabeza, es posible que la
yuxtaposicion de la membrana plasmatica con la membrana nuclear justo
después de la porcion posterior del acrosoma en la regién ecuatorial evite la
difusién del colorante en esa porcion de la cabeza.*

Dilucién del semen

El semen fue diluido en un medio comercial* a base de glicerol, tris, acido

citrico, fructuosa y antibibticos (segun la norma europea vigente) adicionado

* Triladyl® Minitube 29



con yema de huevo y agua bidestilada en una relacion 1:1:3 respectivamente;
ajustando a una concentracién de 800 x 10° células por mililitro.

Posteriormente, fue dividido en dos fracciones, una de ellas se empleé como
semen fresco y la otra se someti6 a un enfriamiento a dos diferentes
temperaturas (5° y -5°) antes de congelar las muestras.

La muestra a congelar se almacené en pajillas tipo francés de 0.25 ml*® a una
concentracion final espermética de 200 x 10° por dosis, fueron selladas con
alcohol polivinilo, obteniendo diez pajillas por eyaculado (cinco pajillas para
cada tratamiento de temperatura).

Periodo de equilibrio

El enfriado inicié a un temperatura de 22°C (temperatura ambiente), la mitad de
las pajillas fueron llevadas hasta alcanzar 5°C (~ 2 horas) y la otra mitad hasta
llegara -5°C (~ 1 hora mas) utilizando para ello un recipiente de aluminio con
capacidad de 350 ml conteniendo alcohol de 96° logrando con esto alcanzar
temperaturas por debajo de 0°C en un refrigerador-congelador de uso
doméstico. La temperatura interior de las pajillas fue monitoreada por medio de
un termémetro digital cada 10 minutos.

La muestra de semen fresco fue conservada en un tubo de ensaye protegido
de la luz en un termo cerrado que contenia agua a 30 °C permitiendo que la
temperatura descendiera lentamente hasta alcanzar la temperatura ambiente,
en estas condiciones la muestra se transporto al Laboratorio del Departamento

de Morfologia de la FMVZ de la UNAM para continuar con su evaluacion.

Congelacion del semen
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Una vez alcanzadas las temperaturas (5°C y -5°C) se congelaron las muestras,
se coloco a las pajillas sobre una rejilla dentro de una hielera exponiéndolas a
los vapores de nitrégeno liquido, a una altura de 4 cm sobre la superficie del
nitrbgeno para alcanzar una temperatura entre -130°C a -150°C, durante 15
minutos, finalmente se sumergieron en el nitrdgeno liquido para su
almacenamiento a -196°C.!

Las pajillas se conservaron por un periodo de 15 dias en un termo contenedor
de nitrégeno liquido* en el que fueron transportadas al Laboratorio del
Departamento de Morfologia para su evaluacion.

Descongelacion de semen

Se descongelaron dos pajillas por tratamiento en un bafio maria a 37°C por 30
segundos,” el contenido se depositdé en tubos de ensaye previamente
atemperados e inmediatamente se realizé la evaluacion microscépica de las
células, asi como la evaluacioén de la integridad de la membrana plasmatica por
medio de la tincion de Eosina-Nigrosina.

6.2 EVALUACION DEL ESTADO DE CAPACITACION ESPERMATICA

La evaluacion del estado de capacitacion espermatica para ambas muestras
(fresca y congelada) se realiz6 por medio de la prueba de Clortetraciclina (CTC,
Sigma) empleando para su observacion un microscopio de fluorescencia (Leica
020-518.500 DM/LS) utilizando un filtro azul (excitacién 405-455 nm).*’

Para eliminar el diluyente de congelacién, las muestras, se lavaron por
centrifugaciéon en 3.5 ml de amortiguador de fosfato salino (PBS pH 7.4), a
1500 rpm por 10 minutos, este procedimiento se repiti6 cuantas veces fuera

necesario hasta que el sobrenadante tuviera una apariencia cristalina,
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posteriormente las muestras se resuspendieron en PBS ajustando a una
concentracién de 100 x 10° por ml.*’

Procedimiento:

1.- Agregar 45 pl de solucion de CTC a 45 pl de muestra y mezclar por 30
segundos en obscuridad.

2.- Fijar la muestra con 10 pl de solucion de glutaraldehido al 1% (en Tris-HCI
0.5 M pH 7.4).

3.- Montar las muestras en portaobjetos previamente desengrasados,
colocando 4 pl de la muestra cubriéndola con una gota de solucion de montaje,
Glicerol:PBS (9:1).

4.- Colocar las laminillas al resguardo de la luz y en refrigeracion hasta la
observacién en el microscopio de fluoresencia.

La solucion de CTC se prepara antes de cada experimento utilizando la féormula

propuesta por Gillan et al (1997)%":

Amortiguador para 10ml

Compuesto | Concentracion Gramos
NaCl 130mM 0.0759¢gr
Tris-HCI 20mM 0.0315¢gr
L-Cisteina 5mM 0.0087gr
CTC 750uM 0.00386gr
c.b.p. Agua destilada pH 7.8

La solucion se debe de resguardar de la luz y estar en refrigeracion hasta su
uso.
Se evaluaron 100 células para determinar el porcentaje de los patrones de

fluorescencia presentes. (figura 5)

25



Interpretacion de la prueba de CTC:

Patrén Descripcién

Patréon F Fluorescencia uniforme en toda la cabeza, o con un incremento
en la fluoresencia en la zona de la protuberancia acrosomal,
caracteristico de espermatozoides no capacitados con
acrosoma intacto.

Patron B Fluorescencia en la regibn acrosomal, caracteristico de
espermatozoides capacitados con acrosoma intacto

Patron RA Banda fluorescente en el segmento ecuatorial o fluorescencia

en la region posacrosomal caracteristico de espermatozoides

capacitados y con reaccion acrosomal

Modificado de Gillan et al (1997).%"

\

1

Patron F

3 AR

Patréon B Patron RA

Figura 5.- Patrones de fluorescencia observados en el espermatozoide ovino, agrupados en

tres categorias.

7. ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliz6 una prueba de T pareada y Chi-cuadrada para comparar las

diferencias entre medias; asi como la prueba de Dunnett’'s, para comparar las

medias de los tratamientos contra el grupo control.

Todo el procedimiento se resume en el siguiente cuadro:

26




Disefio experimental

[ 2 machos Suffolk ] [ 2 machos Dorset ]
Y
2 eyaculados /macho
(n=8)
A 4 <

Evaluacion y procesamiento J 5 pajillas/tratamiento

Frotis E-Ny CTC

2 tratamientos: ]47
T1 enfriado a +5°C }4 ={ T2 enfriado a -5°C ]

Congelado 15 dias ]47

Descongelado
37°C x 30"
TlyT2 J
\ 4
Evaluacion Frotis E-N [ Prueba CTC
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8. RESULTADOS

|. Estandarizacion del sistema de enfriado

El enfriado de las muestras inicid6 a una temperatura aproximada de 22°C,
registrando un descenso de temperatura maxima de 0.29°C por minuto al inicio
del enfriado, sin embargo conforme avanzé el descenso de la temperatura la
velocidad de enfriado fue mas lenta registrando en promedio de 0.05°C por
minuto para alcanzar los 5°C en 2 horas aproximadamente.

La segunda fase del enfriado inici6 a los 5°C con un promedio en el descenso
de temperatura de 0.13°C por minuto, logrando alcanzar los -5°C en una hora
mas aproximadamente.

Las curvas de tiempo — temperatura obtenidas de este sistema de enfriado
fueron repetibles y tuvieron una variacion minima entre cada dia de prueba
(figura 6y 7).

II. Motilidad, integridad de la membrana plasmatica y estado de
capacitacion de los espermatozoides enfriados a 5°C y -5°C.

Motilidad

La motilidad progresiva en los eyaculados recién obtenidos fue entre un 60-
90%, sin embargo en el macho 1 se presentaron de manera constante valores
de motilidad inferiores a la de los demas machos (cuadro 1).

Se presentd una diferencia estadistica (p<0.05) entre las muestras de
espermatozoides frescos y las muestras de espermatozoides congelados-
descongelados a 5°C y -5°C (83.75, 38.12 y 53.12% respectivamente) (cuadro
1), sin embargo no se presento diferencia entre tratamientos, los

espermatozoides enfriados a —5°C presentaron una tendencia favorable en
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cuanto al porcentaje de motilidad progresiva con respecto a los enfriados a
5°C. (figura 8).

Integridad de la membrana plasmaética

Al comparar las medias de los espermatozoides con membrana plasmatica
intacta (MI), se observan diferencias significativas entre muestras (p<0.01),
mostrandose una disminucién de los espermatozoides con MI en las muestras
congeladas-descongeladas; entre los dos tratamientos de enfriado
precongelacion, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas,
en la integridad membranal, siendo 30.87 y de 38.37% para los enfriados a 5°C
y -5°C, respectivamente. (figura 9)

Estado de capacitacion espermatica

Los patrones de fluorescencia obtenidos por la prueba de CTC en las
diferentes muestras se presentan en la figura 5.

Como se puede observar cinco patrones diferentes fueron identificados, el 1y
el 2 corresponderian a espermatozoides no capacitados (patrén F), el 3 a
espermatozoides capacitados (patron B) y los patrones 4 y 5 a
espermatozoides capacitados con reaccion acrosomal (patrén RA).

Al comparar los patrones de fluorescencia entre la muestra proveniente de
semen fresco y las criopreservadas enfriadas a las dos diferentes
temperaturas no se encontré diferencia significativa entre ellas. (cuadro 2)

Sin embargo, al evaluar las diferencias numéricas por patron correspondiente a
capacitacién prematura (patrones B y RA), el tratamiento de enfriado a -5°C
mostré un menor numero de estos (84, 53 y 59) con respecto al tratamiento a
5°C (119, 70 y 71), el numero de células con estos patrones fue menor en las

muestras provenientes de semen fresco (66,33 y 32). (figura 10)
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Un cambio en el estado fisiolégico de los espermatozoides fue notorio cuando
se compard la proporcion de espermatozoides no capacitados “Patron F” entre
el semen fresco (83.62%) y el descongelado (5°C: 67.5% y -5°C: 75.5%) ;
después de la criopreservacion, disminuy6é la presentacion del patrén F,
aumentando el nimero de espermatozoides capacitados con o sin reaccion
acrosomal “Patron B + RA”, encontrdndose una diferencia estadisticamente
representativa (p<0.05) entre las muestras en fresco y las enfriadas a 5°C

(cuadro 3) (figura 10).
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Un cambio en el estado fisiolégico de los espermatozoides fue notorio cuando
se compard la proporcion de espermatozoides no capacitados “Patron F” entre
el semen fresco (83.62%) y el descongelado (5°C: 67.5% y -5°C: 75.5%) ;
después de la criopreservacion, disminuy6é la presentacion del patrén F,
aumentando el nimero de espermatozoides capacitados con o sin reaccion
acrosomal “Patron B + RA”, encontrdndose una diferencia estadisticamente
representativa (p<0.05) entre las muestras en fresco y las enfriadas a 5°C
(cuadro 3) (figura 10).

9. DISCUSION

I. Estandarizacion del sistema de enfriado

Durante la realizacion de este estudio se estandarizé una curva de enfriamiento
en dos fases, la primera fase de 22°C a 5°C con una velocidad maxima de
0.29°C/min en aproximadamente dos horas y la segunda fase de 0.13°C/min
desde 5°C a -5°C en una hora mas. El protocolo de una curva de enfriamiento
en dos fases se basa en el trabajo de Thurston et al. (2003)* donde proponen
enfriar la muestra a 5°C en una primera fase y posteriormente hasta -5°C en
una segunda fase, seguida de la congelacion de la muestra.

La velocidad de enfriado alcanzada en la primera fase de la curva de
enfriamiento en este trabajo corresponde a la velocidad utilizada por varios
autores como ‘“curva Optima de enfriamiento”, esta curva puede estar
expresada en grados centigrados por minuto o en el tiempo total que se
requiere para lograr la temperatura deseada; Thurston et al (2003)*3 en la
especie porcina, propone una velocidad de enfriamiento de 0.2°C/min para
llevar la muestra desde 39°C hasta 5°C; Bucak et al (2007)*® en la especie

ovina obtiene una curva de enfriamiento desde temperatura ambiente hasta
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5°C en dos horas, asi como Kumar et al (2003)* en las especies bovina, ovina
y porcina, disminuye la temperatura desde 22°C hasta 5°C en dos horas a una
velocidad de enfriamiento de 0.2°C/min, en este caso el presente trabajo
coincide con el tiempo y la velocidad que se necesita para obtener la
temperatura de 5°C.

Sin embargo, los resultados presentados en este trabajo difieren con los
reportados por Rios (2004)** en ovinos y Flores (2005)* en porcinos ya que
aungue ellos proponen velocidades de 0.2°C/min a partir de 22°C hasta 5°C, el
sistema de enfriado a base de un doble envase utilizando solucion salina
hipertonica (7.85%p/v) que utilizaron, requiere de 3 hr para alcanzar los 5°C, lo
cual difiere con el presente trabajo y todos los demas autores ya que si la
temperatura desciende a velocidades de 0.2°C/min a partir de 23°C se
requeririan 1.8 hrs para alcanzar la temperatura de 5°C, ante esto el sistema de
enfriado utilizado en este trabajo presenta una mejoria ya que mantiene la
velocidad necesaria para una “curva de enfriamiento Optima” en un menor
tiempo (2 hrs) y esto representa, un ahorro en tiempo, en recursos técnicos y
humanos que se vera reflejado en una disminucion de costos.

La segunda fase de la curva de enfriamiento en este trabajo desciende a una
velocidad de 0.13°C desde una temperatura de 5°C hasta -5°C (1.2 horas),
esto concuerda con lo reportado por Rios (2004)'* y Flores (2005)* ya que
ellos proponen una velocidad promedio de 0.12°C/min en donde alcanzan
temperaturas de -2°C en 30 minutos y de -5°C en 1.2 horas.

Estos resultados difieren con lo reportado por otros autores, Thurston et al
(2003)* propone una curva de enfriamiento éptima desde 5°C a -5°C a una

velocidad de 6°C/min, Kumar et al (2003)** propone velocidades de 5°C/min y
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Sereno et al (2004)*’ propone velocidades de 1°C/min, todas estas curvas de
enfriamiento se encuentran por arriba de la velocidad manejada en este trabajo
(0.13°C/min).

Por otra parte, cabe resaltar que las velocidades logradas por estos autores
requieren de la utilizacion de camaras congeladoras, en comparacion al
método utilizado en el presente estudio donde se obtuvieron temperaturas bajo
cero utilizando un congelador doméstico, desde un principio esto muestra una
ventaja en cuanto a la accesibilidad del sistema de enfriado.

Se ha sugerido que una causa parcial de la reduccién en la calidad del semen
descongelado es el uso de curvas de congelamiento subdptimas, siendo estas
demasiado rapidas o muy lentas.

Aunado a esto, las curvas de congelacion sufren variaciones de temperatura
durante su desarrollo, ya que, durante la criopreservacion las muestras de
semen liberan calor latente de fusion al transformar de liquido a hielo la
muestra,*® causando un marcado incremento en la temperatura que interfiere

“optima”, ***° el inicial incremento de temperatura

en la curva de enfriamiento
es seguido por un periodo de rapido enfriamiento al disipar el calor latente de
fusion, con este enfriado rapido la muestra de semen se equilibra con la
temperatura que la rodea dentro de la camara de congelacion.

En el presente estudio se utiliz6 un sistema de enfriado lento a temperaturas
cercanas a cero grados empleando recipientes de aluminio y alcohol de 96°,
este es un sistema que puede utilizarse facilmente, que proporciona curvas de
enfriado constantes y repetibles, lo que nos permite utilizarla como alternativa

para prescindir de sistemas especializados, sofisticados y de alto costo para la

congelacion de semen.
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Durante el desarrollo de las curvas de congelacion, se presenta la liberacion
del calor latente por parte de la muestra, con su consecuente enfriado rapido
para poder mantener un equilibro con la camara de congelacion, si la camara
de congelacion disminuye rapidamente la temperatura, los espermatozoides de
la muestra tendrdn menos tiempo para realizar los cambios necesarios y
adecuarse a temperaturas mas bajas, esto se vera reflejado en un mayor dafio
celular, por lo que un enfriado a velocidades mas lentas entre 5°C y -5°C como
el que se presenta en este trabajo, nos dara la oportunidad de que al momento
de la liberacion de calor latente sea mas facil (menos tiempo y temperatura)
para la muestra alcanzar el equilibrio con la camara. Al disminuir las
fluctuaciones de temperatura en este punto y permitir que la membrana
plasméatica tenga suficiente tiempo para reorganizar su estructura
tridimensional después de la transicién de fases,*® se disminuira el dafio al
espermatozoide.

Después de alcanzar las temperaturas deseadas (5°C y -5°C) en este
experimento, las pajillas fueron expuestas a vapores de nitrégeno liquido por 15
minutos; Kumar et al (2003)* reporta en su experimento que la mejor velocidad
para disminuir la temperatura de las pajillas de semen desde -5°C hasta -50°C
es de -30°C/min para después sumergirlas en nitrégeno liquido y que esta
velocidad se alcanza utilizando un gradilla que mantenga a las pajillas a una
altura de 4-5 cm sobre la superficie del nitrogeno liquido; esto corresponde a lo
realizado en este trabajo, con lo que se valida por completo el proceso de

congelacion de las muestras.
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II. Motilidad, integridad de la membrana plasmatica y estado de
capacitacion de los espermatozoides enfriados a 5°C y -5°C.

La viabilidad de la célula espermatica decrece rapidamente luego de la
eyaculacion, aunque la criopreservacion permite conservar a las células por
largo tiempo, este proceso ocasiona un dafio sobre la membrana plasmaética,
gue al ser irreversible causa la muerte celular o cambios parecidos a los que se
observan durante la capacitacién espermatica.®

En el presente trabajo se utilizaron muestras de semen que presentaron del
67.5% al 90% de motilidad progresiva. Es importante tomar en cuenta que el
macho “1” presentd valores constantemente menores, aunque aceptables para
la congelacion, a los de los otros machos.

Holt (2000)* propone que existe una variaciéon importante entre individuos en la
susceptibilidad a la criopreservacion, viéndose implicado un componente
genético que se manifiesta probablemente en la composicion lipidica y proteica
de la membrana plasmética del espermatozoide y puede presentarse como una
caracteristica racial esto explicaria el por que el macho “1” presenta valores de
motilidad menores a los de los otros machos.

Los resultados del presente trabajo presentan un tendencia positiva hacia el
tratamiento a -5°C, siendo mayor el porcentaje de células motiles al
descongelado en el tratamiento de -5°C (53.12%) con respecto al tratamiento a
5°C (38.12%), con una diferencia porcentual a favor de 15% de motilidad
progresiva en el tratamiento a -5°C esto coincide con lo reportado por Flores
(2005)*® en semen porcino, con Rios (2005)** en semen ovino y con Medrano

et al (2003)*> en semen caprino, sus resultados demuestran una mejora en la
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motilidad progresiva al llevar las muestras de semen a temperaturas debajo de
los 0°C antes de ser expuestas a los vapores de nitrégeno para congelarlas.
Flores (2005)13 obtiene una diferencia estadistica entre sus tratamientos, ya
gue llevando la muestra hasta 5°C obtiene un 34.7% de motilidad progresiva
post-descongelado y con el tratamiento a -5°C un 36.9% la diferencia
porcentual entre sus tratamientos es de un 2.2% a favor del tratamiento a -5°C.
Rios (2005)* obtiene resultados similares habiendo una diferencia estadistica
entre sus tratamientos para la variable de motilidad progresiva, donde a -2°C
presenta el 43.8% de células motiles y a 5°C el 40.1% teniendo una diferencia
porcentual de 3.7%. Medrano (2003)*® no obtuvo diferencias estadisticas entre
sus tratamientos obteniendo para el tratamiento a 5°C un 37.4% contra un
40.1% para el tratamiento a -5°C, presentando una diferencia de 2.7% entre
tratamientos.

Por otro parte Kumar et al (2003)** reporta motilidades al descongelado de
31.7%, esto representa 21.42% por debajo de las motilidades presentadas en
este trabajo.

Se ha mencionado que esta mejora esta relacionada a un enfriamiento lento en
temperaturas cercanas a 0°C ya que permite la deshidratacion celular previa a
la formacion de cristales de hielo, formandose estos en su mayoria en el
compartimiento extracelular y al disminuir la velocidad de enfriamiento en este
rango de temperatura (5°C a -5°C), se disminuira el fenobmeno de choque
frio. 1314

Aunque se ha considerado que la correlacién de la motilidad esperméatica con
la fertilidad es baja, existen trabajos donde se ha identificado a ésta como un

indicador consistente de la fertilidad obtenida en granja,>* y en un estudio de
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FIV con semen criopreservado realizado en humanos se encontr6 que tanto
motilidad progresiva como vigor eran factores relacionados estrechamente con
la fertilidad®® por lo que al presentar un incremento del 15% en la motilidad
progresiva en el tratamiento a -5°C se podria repercutir en un incremento en la
fertilidad.

El presente trabajo utiliz6 la tincion de E-N para obtener los valores de
integridad de membrana plasmatica, no se presenté diferencia estadistica entre
tratamientos, sin embargo existe una tendencia numérica que refleja un mayor
porcentaje de espermatozoides con membrana plasmaética integra utilizando el
tratamiento de -5°C (38.37%) en contra del tratamiento a 5°C (30.87%)
existiendo una diferencia de 7.5% entre tratamientos.

En este punto es importante sefialar que los estudios recientes utilizan para
evaluar la viabilidad espermatica, colorantes flourescentes como el yoduro de
propidio (Pl) el cual se une, tiie el DNA celular, y sélo logra penetrar al
espermatozoide cuando la MP esta dafada sin sufrir interferencia por el medio

extracelular,>°

se ha comprobado que esta tincion fluorescente presenta
mejores resultados al detectar espermatozoides con membrana plasméatica
dafiada “muertos” que con el uso de tinciones de E-N.*

Los resultados de este estudio contrastan con lo reportado por Rios (2005 y
Medrano et al (2003)* ya que reportan una diferencia estadistica entre los
tratamientos utilizados; Rios (2005)** obtuvo un mayor porcentaje de
espermatozoides con membrana intacta con la utilizacion de un enfriado hasta -
2°C (78.3%) siendo mayor en un 2.7% al tratamiento a 5°C (75.6%), Medrano

et al (2003)* reporta un 50.6% de espermatozoides con membrana plasmaética

intacta en el tratamiento de 5°C y un 58.3% en -5°C, existiendo una diferencia

36



de 7.7% entre tratamientos. La diferencia entre estos trabajos y el aqui
expuesto podrian atribuirse a que la muestra con la que se trabajo es muy
pequefia (n=8), ya que Rios (2005)* utilizo un total de 20 eyaculados de ovino,
aun asi, los resultados de este trabajo mantienen una tendencia numeérica
similar, donde el enfriado por debajo de 0°C mejora la viabilidad.

Kumar et al (2003)* reporta un 46% de espermatozoides “viables” después del
descongelado, esto representa un incremento del 7.63% en células con
membrana plasmatica intacta, esta diferencia puede atribuirse a que en el
experimento de Kumar se utiliz6 una tincion combinada de diacetato de
carboxyfluoresceina y ioduro de propidio siendo estas pruebas mas sensibles
para detectar el dafio en membrana.

Sin embargo los resultados de este trabajo coinciden con lo reportado por
Flores (2005)'* donde no se presenté diferencia estadistica, pero, se observa
un 57.5% en el tratamiento a 5°C y 61.3% a -5°C teniendo una mejora de 3.8%
a favor de este ultimo, esto coincide con la hipétesis de que la desestabilizacion
y dafio a la membrana asociada a la criopreservacion puede ser atribuida en
mayor proporcion al proceso de enfriado, que al congelado y descongelado, y
gue esta integridad se ve comprometida si no se realiza un enfriado de forma
lenta alrededor de los 0°C.*

La capacitacion espermética ha sido relacionada con cambios esperméticos en
la concentracion de iones intracelulares, en la fluidez de la membrana
plasmética, en la motilidad, en el metabolismo y en la fosforilaciéon de
proteinas.*

Se sabe que los espermatozoides sometidos al proceso de criopreservacion

presentan una desestabilizacion de la MP lo que altera la concentracion iénica
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de la célula por un aumento de fluidez de la membrana, esto a su vez, hace
susceptibles a los espermatozoides a presentar una RA prematura, acortando
considerablemente su periodo de vida.®®

En el presente trabajo se utilizé la tincion de CTC para valorar el estado de
capacitacion de los espermatozoides de ovino, esto respaldado por el trabajo
de Grasa (2006).*? Los resultados no muestran una diferencia estadistica al
comparar los patrones obtenidos en el semen fresco (F=83.62%, B=8.25% y
RA=8.12%) contra los del semen enfriado a 5°C (F=67.5%, B=14.87% vy
RA=17.62%) y a -5°C (F=75.5%, B=10.50% y RA=13.99%); al agrupar los
patrones para obtener dos categorias “no capacitados” (Patrén F) y “alterados”
(Patrén B + RA) se obtiene una diferencia estadistica (P<0.05) al comparar el
semen fresco (F: 83.62%, B+RA: 16.37%) contra el semen enfriado a 5°C (F:
67.5%, B+RA: 32.49%), lo cual refleja un menor dafio fisiolégico al
espermatozoide al llevar el enfriado hasta -5°C.

Guillan (1997)*" y Pérez-Pé (2002)*° reportan una diferencia estadistica entre
los patrones presentes en el semen fresco contra los del semen descongelado,
esto corresponde con los resultados de nuestro trabajo.

En nuestro estudio el porcentaje de espermatozoides con capacitacion
prematura fue menor en el tratamiento de enfriado a —5°C (24.49%), con
respecto a el tratamiento a 5°C (32.49%) esto coincide con lo reportado por
Flores (2005)", Rios (2005)** ellos reportan un menor porcentaje de células
capacitadas con y sin RA en las muestras que fueron enfriadas hasta
temperaturas bajo 0°C, por lo que este tratamiento podria estar disminuyendo
el proceso de desestabilizacion de la membrana plasmatica evitando asi la

entrada de calcio y por lo tanto la capacitacion prematura.
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Estos resultados podrian indicar que existe un menor dafio a la membrana
plasmatica en los espermatozoides enfriados hasta —5°C ya que se presenta
una mayor proporcién de espermatozoides no capacitados (patron F) debido al
mantenimiento de la integridad y funcionalidad de su membrana.

Jiménez (2007)°" menciona que la criopreservacion altera la teca perinuclear
(TP) del espermatozoide ovino, sin embargo los espermatozoides enfriados a -
5°C previo a la congelacion presentan un mayor porcentaje de TP integra con
respecto a la temperatura de enfriado a 5°C, por lo que, tomando en cuenta
que la baja fertilidad del semen criopreservado podria ser atribuida no solo al
dafio primario de la membrana plasmética sino también a dafios en otras
estructuras como la TP, el enfriado lento hasta -5°C representaria una mejora
sobre esta estructura y por lo tanto en la capacidad fecundante de los

espermatozoides criopreservados.
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Jiménez (2007)°" menciona que la criopreservacion altera la teca perinuclear
(TP) del espermatozoide ovino, sin embargo los espermatozoides enfriados a -
5°C previo a la congelacion presentan un mayor porcentaje de TP integra con
respecto a la temperatura de enfriado a 5°C, por lo que, tomando en cuenta
gue la baja fertilidad del semen criopreservado podria ser atribuida no solo al
dafio primario de la membrana plasmatica sino también a dafios en otras
estructuras como la TP, el enfriado lento hasta -5°C representaria una mejora
sobre esta estructura y por lo tanto en la capacidad fecundante de los
espermatozoides criopreservados.

10. CONCLUSIONES

Se concluye que el enfriado del semen a -5°C previo a la congelacion
disminuye el porcentaje de espermatozoides capacitados y con reaccion
acrosomal al descongelamiento

Se recomienda seguir esta linea de investigacion aumentando el nimero de
machos analizados, asi como el nimero de eyaculados por macho y comparar
los hallazgos de laboratorio contra los resultados de fertilidad y prolificidad in

Vivo en borregas inseminadas artificialmente.
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Cuadro 1. Motilidad progresiva de los espermatozoides enfriados a 5°Cy

-5°C en fresco y después del proceso descongelado.

Fresco 5°C -5°C
Macho % % %
1 67.5 22.5 32.5
2
3
4

53.12+20.14

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

Figura 8. Medias de motilidad progresiva de los espermatozoides en el

semen fresco y al descongelado con los distintos tratamientos de enfriado

precongelacion (5°C y -5°C).
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Figura 9. Medias y porcentaje de espermatozoides con membrana intacta
(MI) en el semen fresco y descongelado en los distintos tratamientos de

enfriado precongelaciéon (5°Cy -5°C).
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Cuadro 2. Medias y porcentajes de patrones de fluorescencia de CTC, en
espermatozoides frescos y descongelados en los distintos tratamientos de

enfriado precongelacion (5°C y -5°C).

Fresco 5°C -5°C
Patron # Células % # Células % # Células %
1 2182 27.25 276° 34.50 336° 42.00
2 4512 56.37 264° 33.00 268° 33.50
3 662 8.25 10.50
4 332 4.12 6.62
5 322 4.00 7.37
Totales 800 100 800 100 800 100
Patron F=1y 2 Patron B= 3 Patron RA=4y5

Literales diferentes indican por linea diferencia significativa. (P<0.01)

Cuadro 3. Medias y porcentajes de espermatozoides “no capacitados” y
“capacitados” en semen fresco y descongelado en los distintos tratamientos
de enfriado (5°Cy -5°C).

Fresco 50C -5°C

% Media % Media % Media

No capacitados | 83.62 87.71+9.75° 67.50 67.5+14.60° 75.50 72.57+9.71%

Literales diferentes por linea indican diferencia estadistica (p<0.05)
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Figura 10. Nimero de espermatozoides por patron de CTC* presentes en el semen antes y después de la criopreservacion
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Patron 1y 2: Espermatozoides no capacitados con acrosoma intacto.
Patron 3: Espermatozoides capacitados con acrosoma intacto.
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