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RESUMEN

El presente trabajo se realizO con el objetivo de observar la respuesta de los
espermatozoides caprinos a una prueba de estrés osmoético simulando el proceso
congelado-descongelado y asi poder predecir la criosupervivencia de éstos. En una
primer etapa del trabajo, se utilizaron los espermatozoides de diez machos cabrios (15
eyaculados) que fueron expuestos a soluciones hiperosmoticas de 300, 1200 y 2100
mOsm/Kg, durante 15 minutos a temperatura de cuarto (23°C aproximadamente),
posteriormente los espermatozoides fueron expuestos a una serie de soluciones
hiposmoticas de 300,182 y 95 mOsm/kg respectivamente con el fin de restablecer la
isosmolaridad. El porcentaje de espermatozoides con membrana intacta disminuyé
significativamente a medida que la osmolaridad aumentaba (P<0.05); Observandose un
aumento en la disminucidon posterior a la restauracion de las condiciones de
isosmolaridad (P<0.05). En caso de los espermatozoides con membrana acrosomal
intacta, se observo un descenso significativo (P<0.05) cuando la osmolaridad aumentaba
y al restablecer la osmolaridad ese descenso fue similar. En una segunda etapa, los
espermatozoides de diez machos cabrios (15 eyaculados) fueron sometidos a las
soluciones hiperosmoéticas de 300,1200 y 2100 mOsm/kg a 5°C por 15 minutos,
posteriormente los espermatozoides fueron restablecidos a la isosmolaridad en
soluciones hiposmoéticas durante 15 minutos a una temperatura de 37°C, observandose
una disminucion en el porcentaje de membranas plasmaticas intactas, asi como de la
integridad del acrosoma. La exposicion del espermatozoide caprino a condiciones
anisosmoticas produce un dafio cuantificable a la membrana plasmatica y acrosomal. Es
posible el uso de una prueba anisosmética como un pardmetro de prediccion de la
supervivencia del espermatozoide caprino al proceso de congelacion, sin embargo, hay
que tomar en cuenta la variabilidad individual (“buenos, promedio y malos congeladores”)
y otros factores que no estan relacionados a los cambios osméticos que influyan sobre la

supervivencia del espermatozoide.



1. INTRODUCCION

A nivel mundial, la cria de la especie caprina ha estado asociada a sectores marginales
y a paises en vias de desarrollo, especialmente de aquellos con bajos recursos
econdémicos, la cual ofrece un pequefio pero importante suministro de proteina animal
de alto valor biologico, ademéas de minerales y vitaminas esenciales, las que son de
particular importancia para los grupos mas vulnerables principalmente los nifios,
mujeres embarazadas y lactantes. La leche de cabra tiene un alto valor nutritivo debido
a su alta digestibilidad, se recomienda para personas de avanzada edad, asi como

para la crianza de nifios que presentan alergia a la leche de vaca ' %°.

En México, la crianza de la cabra se remonta desde la época colonial, misma que a
través del tiempo se ha consolidado como una gran tradicion, la cual se ve en el
consumo de sus productos como la carne y la leche, aspecto que de manera patrticular
en la carne se ve reflejado a través de platillos tipicos de las regiones de nuestro pais,
tales como lo son el cabrito, la birria, los chitos, mole de caderas, la barbacoa, platillos
gue poseen la cualidad de presentar a nivel comercial un excelente producto a buen

precio®.

En los ultimos 10 afios la poblacion caprina se ha mantenido estable, sin embargo
desempefian un papel indiscutible, ya que conforman la base econdémica de
aproximadamente un millon de personas. Se estima que en México esta especie
constituye la cuarta en explotacién, distribuidas en el 60 por ciento del territorio
nacional, principalmente en areas marginales aridas y semiaridas; lo cual ha reflejado
un comportamiento ascendente que va de 37.5 mil toneladas de produccion caprina en
2005 hasta 43 mil Toneladas en el 2009 ° .



2. REVISION DE LA LITERATURA
2.1 Inseminacién artificial

Ademas de la importancia de la cabra en la produccion de leche, actualmente surge
como una alternativa el consumo de carne de cabra en diferentes partes del mundo.
Todo esto ha propiciado animales con rasgos valiosos como son: resistencia a ciertas
enfermedades, longevidad y adaptacion a ambiente de extrema aridez, aceptable
produccion de leche en lugares de vegetacion con escasas especies forrajeras, alta
fertilidad, reducida estacionalidad reproductiva y buena maternidad, estos rasgos hacen
posible la adaptacion a condiciones de reducida cantidad y calidad de alimentos y

sometidas a un alto estrés®.

Por lo cual los ganaderos estan muy interesados en mejorar la produccién de sus
rebafos y seleccionar los animales de calidad superior. Como el macho produce mas
crias que una hembra se hace especial hincapié en la seleccion de esté "8 %1% 1| os
cuales deben ser evaluados, seleccionados y comparados en su valor genético en

diferentes rebafios por pruebas con machos de referencia **

Sin embargo, la limitacién en la utilizacion de los machos esta sujeta a su disponibilidad
para el corto periodo de servicios en la época reproductiva, la dispersién geografica de

los rebafios, el niimero de machos disponibles, la libido y la produccién seminal **

Una técnica que reduce considerablemente estos inconvenientes es la inseminacion
artificial (IA), debido a su simplicidad y a la relacion costo — beneficio cuando se
emplean machos caprinos probados®®. Asi mismo el semen del macho puede ser
utilizado en forma fresca, refrigerada o congelada. Sin embargo, el semen en forma
fresca (mantenido a 30°C sea diluido o0 no) debe ser utilizado inmediatamente después
de su recoleccion, ya que la motilidad y viabilidad de los espermatozoides en estas
condiciones se reduce rapidamente, debido al incremento en la concentracion de acido
lactico en el eyaculado™. Lo cual no da oportunidad de trasladar el semen fresco para
utilizarlo en granjas alejadas, no asi el semen refrigerado ya que la viabilidad se puede

mantener por méas de 48 horas™.



El congelamiento de semen permite una serie de ventajas adicionales, entre las que se
destacan la posibilidad de usar el semen fuera de la estacion reproductiva, la extension
de la vida reproductiva de machos sobresalientes mas alla de su vida y la posibilidad de
comercializacién de semen (nacional e internacional). Sin embargo, el uso de semen
congelado en caprinos tiene algunos obstaculos en comparacion a otras especies
mayores como es el caso de los bovinos. En primer lugar esta el hecho de que el
plasma seminal caprino contiene una lipasa producida por las glandulas bulbouretrales,
que interactta con la leche y/o yema de huevo produciendo &cidos grasos y lisolectinas,

las cuales resultan toxicas para el espermatozoide 1718

Para evitar este efecto se ha realizado la remocién del plasma seminal por
centrifugacion, procedimiento conocido como lavado del semen®® '8 1° os beneficios
de remover el plasma seminal de esta manera pueden variar; asi al remover el plasma
seminal se maximiza la motilidad y la integridad acrosomal del semen caprino después
de la congelacién ** 22?2, Pero, provoca una reduccion significativa en el porcentaje de
motilidad de los espermatozoides en semen congelado, e incluso en el semen fresco.
Ademéas de esta disminucion, también se ha encontrado que el porcentaje de
espermatozoides con dafio en la membrana aumenta después de la remocién del
plasma seminal y se acenttia con el proceso congelado-descongelado #* ?* . Todo
esto previo al uso de diluyentes convencionales (12% yema de huevo) ** y con bajo
porcentaje de yema (2%), aunque estos diluyentes pueden resultar en insuficiente

proteccion de membranas durante la refrigeracién ** ¢,

La fertilidad obtenida con semen congelado es menor a la de semen fresco, debido
principalmente a una baja viabilidad post-descongelamiento y a un trastorno letal en la
proporcién de espermatozoides supervivientes®®. Esto se debe a los dafios ocasionados
en la membrana del espermatozoide durante el proceso de criopreservacion, donde se
altera la funcion metabdlica del espermatozoide, reduciendo asi el niumero de células
viables y ocasionando una capacitacién espermatica prematura *’.Consecuentemente,
los espermatozoides solo serian viables un corto periodo de tiempo en el tracto
reproductivo de la hembra y, por lo tanto, tendrian una menor oportunidad de poder

fecundar los ovocitos 2%2°,

10



Cabe mencionar que las diferentes especies presentan una serie de factores de
variabilidad que deben considerarse, como son la fisiologia y la bioquimica de los
espermatozoides, la variacion en la anatomia y fisiologia del transporte espermético en
el aparato reproductivo de la hembra y las caracteristicas de la implantacion del
cigoto.*® Mientras que para la fecundacién del ovocito en la vaca se requieren pocos
millones de espermatozoides, en las cabras se necesitan cantidades sensiblemente
mayores. Esta diferencia cuantitativa entre las especies constituye una desventaja
cuando se utiliza semen criopreservado, ya que en ciertos casos se requiere un mayor
numero de espermatozoides para lograr la concepcion, lo que se dificulta debido a una

menor supervivencia espermatica durante el proceso de congelacion 332,

Independientemente de la técnica de congelacion y descongelacibn de los
espermatozoides, el numero de células muertas aumenta en comparacion con el semen
fresco®®. El semen criopreservado es utilizado con éxito en pocas especies y su
aplicacion a otras puede ser un problema. Como se menciond, la pobre supervivencia
esperméatica es uno de los principales problemas, por lo que el conocimiento de las
caracteristicas biofisicas de la membrana plasméatica espermatica es fundamental para
proponer soluciones *. Es importante mencionar que hay diferencias entre machos en
la susceptibilidad de sus espermatozoides al proceso de crioconservacion y que por
esto hace falta una prueba sencilla para predecir dicha susceptibilidad evitando el

trabajo de hacer protocolos de congelacion y descongelacion largos y tediosos 3.
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2.2 Crioconservacion

El fundamento de crioconservar el semen es prolongar la capacidad de fertilizacién de los

espermatozoides, esto al reducir su movimiento y sus reacciones metabolicas **

Con excepcidn de los bovinos, la utilizacion generalizada del semen congelado no se ha
extendido a las otras especies domésticas **° en parte porque los protocolos de
congelacion no proporcionaron resultados aceptables de fertilidad *°. Las diferencias
entre especies radican en la fisiologia y la bioquimica del espermatozoide y también, a
las variaciones en la anatomia vy fisiologia del tracto reproductor de la hembra que dan

lugar a importantes diferencias en las caracteristicas del transporte espermatico *.

La célula espermatica es la parte mas importante del semen, esta disefiado para pasar a
través del tracto reproductivo de la hembra, sufrir capacitacion, unirse a la zona pellcida,

penetrar el ovocito y liberar un juego haploide normal de cromosomas al ovocito *°.

En la evaluaciéon de rutina del eyaculado fresco generalmente estan incluidos la
determinacién de volumen, la concentracion y el porcentaje de espermatozoides que
exhiben motilidad progresiva, siendo estos los pardmetros mas importantes en la toma de
decisiones que conciernen a un posterior procesamiento del eyaculado, como dilucion y
congelacién *.Sin embargo, el hecho de que los individuos puedan ser clasificados como
‘buenos congeladores” o “malos congeladores” implica que ciertas caracteristicas de
estructura de membrana, las cuales pueden estar genéticamente determinadas,

predisponen a la supervivencia bajo el estrés de criopreservacion % 3°.

Se sabe que en el proceso de dilucién, refrigeracion y congelacion, queda
particularmente afectada la membrana plasmatica de la cabeza del espermatozoide,

siendo el sitio primario de dafio “**

, pero se han encontrado que los parametros de
motilidad, integridad de la membrana plasmatica o del acrosoma no tienen una

correlacion significativa con la viabilidad esperméatica o fertiidad del semen
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crioconservado en diferentes especies, por lo que otras estructuras como la membrana

de las mitocondrias, del acrosoma y el flagelo también se ven afectados. “**3,

La integridad de la membrana ha sido uno de los parametros mas estudiados, por su
papel clave en la funcion espermatica, ya que ésta, regula el intercambio de iones y
moléculas entre la célula y el medio extracelular**. De hecho, el estado de la membrana
plasmatica marca la integridad morfolégica y funcional de la célula. La evaluacién
morfoldgica se realiza usando la Optica de contraste de fase o las tinciones supravitales.
También el examen a través de la microscopia electrénica de transmision y de barrido,
han proporcionado detalles de los dafios en la membrana plasmaética, sin embargo los
resultados no siempre han estado correlacionados con el porcentaje de fertilidad, a
menos que el dafio presente sea muy importante *>. Ademas las pruebas que involucran
cambios osmoéticos confirman los dafios en la membrana plasmatica que presentan las

células .

La integridad del acrosoma también se ha utilizado para predecir la capacidad fertilizante
del semen congelado “°. Las lesiones son mas marcadas después de la congelacion,
pero empiezan a evidenciarse con la dilucién, refrigeracién y el periodo de equilibrio®’.
Aun asi, el aumento del tamafio del acrosoma y la ruptura de la membrana acrosomal
externa, no se han podido correlacionar con la disminucion de la viabilidad de los

espermatozoides “®

Cuando los espermatozoides son sometidos a un proceso de congelacién y

descongelacion, estos sufren dafio resultado del estrés osmotico, choque frio vy la

formacion intracelular de hielo *°.
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Trabajos con eritrocitos humanos expuestos a diferentes soluciones hiperténicas para
simular el efecto de la congelacion, demostraron que la concentracion de solutos per se

tiene un efecto dafiino sobre las células®.

La simulaciéon de los cambios en osmolaridad que se presentan durante la congelacion y
descongelacion se han utilizado para el estudio y prediccion de la criosupervivencia del
espermatozoide; el protocolo experimental involucra la exposicion del espermatozoide a
soluciones hiperosmoticas y a la restauracion de las condiciones isosmoticas, mediante

la suspensién de las células en soluciones hiposméticas #°1 %2354,

El proceso de congelacion consta de diferentes etapas como enfriado, deshidratacion
celular, congelacion, descongelacién y rehidratacion celular entre otras >°. Aun cuando en
este proceso ocurren cambios que modifican y/o alteran al espermatozoide, se menciona
gue la mayor desestabilizacion ocurre durante el proceso de congelacion-
descongelacién, esto debido a que en la membrana plasmética se lleva a cabo una
transicion de fases *°.La transicién de fases es el cambio fisico que sufren los lipidos de
la membrana plasmatica, la cual se encuentra en un estado liquido, pero al congelarse la
membrana plasmatica se vuelve mas rigida y poco elastica al adoptar un estado de gel

3157 Este evento puede dafiar la membrana plasmaética de manera irreversible *®.
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2.3 Congelacion

Durante la congelacion se producen diversos cambios fisicoquimicos en el espacio
extracelular, las células responden a estos cambios actuando como osmdmetros (se
hidratan y deshidratan). Entre los 4°C y -10°C, las células son sometidas a temperaturas
menores que las de congelacion de la solucion que las rodea, pero tanto las células
como el liquido extracelular se mantienen sin congelar (sobre-enfriados). En el momento
de la aparicion de hielo, las células se sitian en canales de solucion liquida que
progresivamente aumentan su viscosidad a medida que el agua liquida pasa a formar

parte de la fraccion congelada *°.

El hielo se forma preferentemente en la solucion extracelular, formada de agua y solutos,
al producirse la cristalizacion, las moléculas de agua se incorporan al hielo, mientras que
el soluto queda excluido de la base sdlida; de esta manera el espacio extracelular se va
concentrando progresivamente (se va haciendo cada vez mas hipertonico) a la vez que el
potencial quimico del agua (en el espacio extracelular) decrece. Este cambio de potencial
perturba el equilibrio termodindmico entre los espacios intra y extracelular produciendo
una salida de agua de las células que intentan revertir el desequilibrio; en consecuencia,
las células se deshidratan a medida que el espacio extracelular se va concentrando y al
mismo tiempo el agua que sale se congela, asi las concentraciones de sales aumentan
pudiendo ser toéxicas; los eventos fisicos subsecuentes dependen de la tasa de

enfriamiento .

2.4 Descongelado

Durante la descongelacion se reproducen los cambios osmoticos inversos a los descritos
para la congelacion; es decir cuando el agua congelada cambia de estado (solido a
liquido) la concentracion de solutos en el medio extracelular se reduce progresivamente y
las células vuelven a hidratarse para compensar esta diferencia de concentraciones entre

el exterior y el interior celular ®° .
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Los dafios producidos en los espermatozoides durante este proceso, podrian ser

prevenidos si conocemos la tolerancia osmética de esta célula. Este dafio se explica por

una hipétesis, la cual menciona que cuando las células son congeladas, la cristalizacién

del agua genera zonas hiperosmoticas no congeladas, con una gran cantidad de solutos.

A tasas de congelacion Optima, se forman regiones hiperosmoticas en el ambiente

extracelular, esto induce la remocién de agua intracelular con la consecuentemente

crenacion celular y exposicion de la membrana celular a condiciones anisosmaticas. Un

congelamiento rapido puede causar nucleacion letal de hielo intracelular si la suficiente

agua congelable permanece en el citoplasma cuando la temperatura de nucleacién se

alcanza (Figura 1) **

0

Enfriamiento Congelacion Congelacion * ’f‘
.
lenta ’F

**

20 0 /‘ K
‘ —0 ° ‘ 6 * aE

Congelacmn: * *

. : \:mma "

Celuly agua il
Congelacion

hielo

Hielo

rapida g 8 v 5

1

Figura 1. Representacion esquematica de eventos fisicos celulares durante el enfriamiento (tomada de

Gao y Critser y modificada por Garzén, 2008)
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Después de la formacion de hielo, la concentracion de solutos excede su solubilidad y se
precipitan, fenbmeno conocido como punto eutéctico (temperatura a la cual la
concentracion de solutos excede su solubilidad y dejan de ser solubles precipitandose),

provocando cambios en la osmolaridad y acortando la membrana plasmatica °*.

2.5 Efecto soluto y estrés osmaotico

La crioconservacion expone a los espermatozoides a variaciones de temperatura y
osmolaridad; la formacidbn de hielo extracelular provoca un incremento en la
concentracion de solutos, por lo cual para equilibrar las concentraciones de solutos entre

los compartimentos intra y extracelular la célula pierde agua y disminuye su volumen >*°*.

De forma contraria, cuando las células son expuestas al ambiente extracelular hipotonico,
como en el caso de la descongelacion, el volumen celular es aumentado por difusiéon
pasiva de agua en balance con las Na*/K* ATPasas asociadas a la membrana. Por ello la
resistencia celular a la anisosmolaridad es esencial para prevenir la lisis y muerte celular;
la capacidad del espermatozoide para responder al cambio de volumen celular esta
determinado por varios factores entre ellos la composicion fosfolipidica, permeabilidad al
agua, temperatura de transicion de fase lipidica, actividad Na'/K* ATPasa, canales de

agua y canales i6nicos .

Sin embargo, la optimizacion de los protocolos de congelacién no han podido explicar las
causas actuales del dafio durante el proceso de congelacién y descongelacién. Siendo el
estrés osmaotico uno de los factores mas importantes durante la crioconservaciéon de las
células. El cual también se asocia a la adicion y remocién de los crioprotectores como el
glicerol *2.

Estos cambios osmoticos pueden ocurrir gradual o rapidamente dependiendo de la tasa
de enfriamiento, si es 0 no inducida la nucleacion de hielo y del método de adicién del
crioprotector, lo que involucra la confusion de dos factores de estrés:(i) la osmolaridad

final alcanzada por las células y (ii) la diferencia osmaotica entre la osmolaridad intra y
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extracelular, las cuales, junto con la conductibilidad hidraulica, gobiernan la tasa a la cual
el agua se mueve dentro y fuera de la célula. Es posible separar los efectos de estos dos
factores mediante la exposicién de las células a diferentes osmolaridades en un simple
paso o una serie de pasos de tal forma que diferentes osmolaridades finales puedan ser
alcanzadas mientras las células solo experimentan una pequefia y controlada diferencia

osmética a través de sus membranas *°.

El estrés osmotico es un mecanismo importante involucrado en la resistencia
espermatica a la congelacion y descongelacion. El criodafio esta relacionado con los
cambios mayores de la presidbn osmotica (rr) producida durante el proceso de
congelacion y descongelacion. Estos cambios induciran alteraciones en el volumen de

agua intracelular y en el estado fisico de esta misma agua®* %

Cuando una suspension celular es enfriada, los solutos extracelulares (solutos ionicos,
no iénicos y los agentes crioprotectores (CPA,s)) se concentran progresivamente
conforme avanza el enfriado y el agua se precipita como hielo. Esto crea un ambiente
hiperosmotico para las células el cual puede causar:

1) cambios en el pH, conforme las sales alcanzan sus solubilidades ® ,2) Aumenta la
deshidratacién provocando una interposicién de estructuras intracelulares®, y 3) debilitan
los complejos de proteinas y lipidos en la membrana celular incrementado la pérdida de

fosfolipidos .

Estos mecanismos son potencialmente letales para la viabilidad celular. Los posibles
efectos resultado de la concentracion de los solutos han sido caracterizados como
“efectos de solucién”®'. Critser sugiere que estos efectos de solucién son intensificados
por un proceso de enfriamiento lento, ya que el tiempo de exposicién de la célula a una
solucion concentrada es prolongado. En adicion a los efectos de solucion en la células
durante el enfriado y descongelado, se ha notado que el cambio en el ambiente osmdético
de las células que puede causar dafio es inducido por adiccién de CPA’s a las células
antes del enfriamiento y la subsiguiente remocion de ellos de la célula después de la

descongelacién °°.
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De esta manera cuando las células son expuestas a soluciones con crioprotectores,
sufren una disminuciébn de volumen en respuesta a una solucidon hiperosmatica
extracelular, posteriormente retornando a un volumen ligeramente mayor que su volumen
isosmotico inicial conforme los agentes crioprotectores entran a la célula junto al flujo de

agua para mantener su potencial quimico °’.

Para poder evitar el dafio osmotico de las células durante la crioconservacion es
necesario conocer la tolerancia osmotica de las células en funcién a: 1) tiempo, 2)
temperatura, 3) tipo de solutos y 4) concentracion de solutos. La tolerancia osmotica

varia entre tipos celulares y el tipo celular entre especies 3.

El espermatozoide caprino tolera un rango relativo de osmolaridad entre 425 y 525
mOsm/kg; parece ser que un medio hiperténico ofrece una mejor conservacion de la

capacidad fertilizante, que un medio hipoténico .

La relevancia de esta hipotesis ha sido apoyada con varias investigaciones en las que los
espermatozoides han sido expuestos a soluciones de cloruro de sodio hiperténicas; en
trabajos similares se ha observado que la exposiciébn de semen de cerdo a condiciones
hiperosmoticas a 5°C y el restablecimiento de la isosmolaridad a 37°C produjo una
disminucion del porcentaje de membrana plasmética intacta, conforme se incremento el
valor de la osmolaridad en ambas condiciones, pero el efecto méas drastico se observé al
d 69,70

restablecer la osmolarida , esto mismo fue observado en semen de ovino’ vy de

cabra %,

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. El conocimiento de todos estos aspectos es
fundamental para poder elaborar protocolos de congelacion que puedan proporcionar a
los espermatozoides las mejores condiciones de sobrevivencia, el primer paso de ésta
investigacion es identificar el valor de una osmolaridad critica que produzca un dafio

medible en la membrana plasmatica y acrosomal.
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3. OBJETIVO GENERAL

Identificar un valor de osmolaridad suficiente para inducir cambios marcados en la
integridad de la membrana plasmética y del acrosoma, similares al proceso
congelacién-descongelacion.

3.1. Objetivos especificos

1) Evaluar la integridad de la membrana plasmatica y acrosomal en espermatozoides

sometidos a condiciones hiperosméticas (simulacién de la congelacion) a 22°C y a 5°C.

2) Evaluar la integridad de la membrana plasmatica y acrosomal en espermatozoides
sometidos a condiciones hiposmaticas para restablecer la isosmolaridad (simulacién de
la descongelacion) a 22°C y a 37°C.

4. HIPOTESIS

La exposicion de espermatozoides caprinos a condiciones hiperosmoticas y su posterior
retorno a condiciones isosmaticas, aunado a diferentes temperaturas, permite simular el

estrés osmoético que enfrentan las células durante el proceso de crioconservacion.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Localizaciéon del experimento

El presente trabajo se realizd en el Modulo de Caprinos (Centro de Ensefianza
Agropecuaria) y en el laboratorio de Reproducciéon y Comportamiento Animal de la
Unidad Multidisciplinaria de Investigacion en la Facultad de Estudios Superiores
Cuautittan UNAM, Campo 4, ubicado en el Km. 2.5 de la carretera Cuautitlan —
Teoloyucan, 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’?.
5.2 Animales

Se emplearon los eyaculados de 10 machos cabrios, adultos, encastados con Alpino,
con una edad de 18 meses en promedio, todos ellos alojados en un corral comunitario
techado de 16 m?, bajo las mismas condiciones de manejo, alimentacién a base de
alfalfa fresca, pasto, trébol, paja de avena, concentrado comercial y agua ad libitum.
Los machos fueron identificados mediante aretes de pléstico, fotografias y numero en el

flanco derecho del animal.
5.3 Obtencidn y procesamiento del semen

La recoleccion del semen se realiz6 3 dias a la semana en donde se ocupaban 3
diferentes machos cada sesién (un solo eyaculado por macho). El semen se colectd
mediante la técnica de la vagina artificial empleando a una hembra sujeta a un potro de
monta, la muestra que se empled se obtuvo en el segundo intento de monta del animal.
Una vez obtenido el semen se realizé una dilucién 1:1 (v/v) con un medio de transporte
modificado por Evans y Maxwell y se traslado al laboratorio en una caja térmica, la cual
contenia una bolsa de solucion salina fisioloégica previamente calentada para mantener
una temperatura aproximada de 37° C durante su traslado’®. Las muestras llegaron al

laboratorio en un periodo maximo de 20 minutos.
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5.4 Evaluacion
A su llegada al laboratorio, el semen fue evaluado tomando los siguientes puntos:
a) Evaluacion macroscopica

1. Volumen

2. Color

3. Consistencia

4. Presencia de cuerpos extrafios
b) Evaluacién microscépica

A. Motilidad masal

B. Motilidad progresiva (semen diluido 1:200 (v/v) en solucion salina fisiolégica
(0.9% p/v)
Integridad de la membrana plasmatica (tincion de eosina-nigrosina)
Anormalidades (tincion de eosina-nigrosina)

Integridad de la membrana acrosomal (microscopia de contraste de fases)

nmoo

Concentracion espermatica (camara de Neubauer)

a) Volumen

Se evalué en el mismo tubo colector graduado donde fue obtenido, expresandose en
mililitros(ml), en forma paralela se observaron posibles anormalidades en cuanto al
color, olor o aspecto que pudiera presentar el eyaculado, procediéndose a la

eliminacion de la muestra obtenida.

b) Motilidad masal (MM)

Para esta determinacion se coloc6 una gota de semen, mediante una Pipeta Pasteur
sobre un portaobjetos colocado sobre la platina térmica a 37° C. Posteriormente y sin
colocar un cubreobjetos se observd con el objetivo de 10 x los bordes de la gota,
observando el movimiento de oleaje del semen. La evaluacién se hizo con una escala
de 0-3, en donde el valor de 3 es de una motilidad de oleaje excelente (rapido y denso),

2 buena (rapido pero no muy denso), 1 mala (densidad variable, lento) y 0 nula 3%,
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c) Motilidad progresiva (MP)

Para estimar el porcentaje de espermatozoides en movimiento se tomaron 200 pl del
semen recolectado y se agregaron a 9.8 ml de una Solucién Salina Fisiolégica (SSF),
realizando la diluciéon 1:100 v/v. Posteriormente agregamos una gota sobre un
portaobjetos cubriéndolo con un cubreobjetos atemperado a 37°C sobre una platina
térmica, y la observacion se llevé a cabo en un microscopio 6ptico con el objetivo de 20

X, otorgandose un valor de movimiento rectilineo progresivo de 0 -100% en mdltiplos de
573'10.

d) Viabilidad

Para la viabilidad del semen se utilizé la tincibn Eosina-Nigrosina. El frotis se realizo
depositando una gota de semen diluido (1:200, v/v) en un portaobjetos, agregandole
una gota de la tincion antes mencionada y mezclando ambas gotas extendiéndolas en
una capa delgada y secandola con aire rapidamente. La laminilla con la muestra se
observo al microscopio 6ptico con el objetivo de 40 x, contandose 200 espermatozoides
por laminilla de manera aleatoria y el resultado se expresé como porcentaje de células
vivas. Los espermatozoides sin tefiir (blancos) se consideran vivos y los tefiidos (rosa)

total o parcialmente se consideran muertos’>*°.

e) Concentracion espermatica

La determinacion de la concentracion espermatica del eyaculado, se llevd a cabo
utilizando la cadmara de Neubauer y un microscopio 6ptico con el objetivo de 40 x,
utilizando la diluciébn de semen (1:200) (v/v) y realizando una dilucién (1:1) (v/v) con
solucion salina formolada al 0.9%, la camara se lleno colocando el extremo de una
pipeta Pasteur en el borde del cubreobjetos y dejando que se cargue por capilaridad,
dejando reposar 5 minutos para que los espermatozoides sedimenten. Para evitar
errores de omision o duplicacion en el conteo, se contaron los espermatozoides

situados en los cuadrados y los situados sobre las lineas limitantes izquierdas e
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inferiores y contandose 5 de los 25 cuadros de cada lado de la camara. Una vez
realizado el conteo se adiciona un cero para obtener la concentracion de millones de

espermatozoides por mililitro ™.

F) Anormalidades

El porcentaje de anormalidades se determiné a través de la observacion del frotis con
la tincion Eosina-Nigrosina. Este frotis se observo al microscopio Optico con el objetivo
de 40x, contandose 200 espermatozoides por laminilla expresando el resultado de

anormalidades primarias y secundarias en porcentaje’*.

g) Acrosoma

Para establecer el grado de integridad del acrosoma las alicuotas de las muestras
fueron diluidas en tres partes de glutaraldehido por una parte de la dilucion
correspondiente (300 ul de glutaraldehido por 100 pl de la dilucién), la mezcla fue
colocada en tubos de ensayo con tapa para evitar contaminacion, alteraciones no
deseadas o evaporacion. Posteriormente, se examind colocando una gota de esta
solucién en un portaobjetos y colocando un cubreobjetos sobre la gota se observé en el
microscopio de contraste de fases con el objetivo de 100x, aplicando una gota de
aceite de inmersion para asi observar el contorno de los acrosomas y determinar si se
hallaba intacto o dafiado; revisando 100 espermatozoides para sacar un porcentaje de

cada tratamiento usado.
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6.5 Dilucion

Posterior a la evaluacion del semen recolectado este se diluyé en un volumen de 1:4 viv
con solucién de lavado®® (cuadro 1) empleado para el lavado seminal y se centrifugé a
700 x g por 15 minutos a temperatura ambiente, esto con el fin de retirar el plasma
seminal, tras la separacion de la pastilla se afiadi6 nuevamente la solucién de lavado
en proporcion 1:5 v/v con la solucion base y una vez que el plasma fue retirado se aford
con diluyente yema de huevo (cuadro 2) hasta 2ml y se ajustd a una concentracion de

200x 10° espermatozoides /ml.
6.6 Preparacién de las soluciones hiperosmaticas e hiposmaéticas

Las soluciones hiperosmoéticas se prepararon tomando la solucion de lavado para
semen caprino como base adicionandole glucosa para obtener cada uno de los valores
deseados (cuadro 3), segun las férmulas reportadas por Medrano (1998)°. Las
soluciones hiposmdéticas (cuadro 4) se prepararon tomando agua desionizada y

adicionando Tris y glucosa.

Cuadro 1.Solucién de lavado

Agua destilada aforar a 200 mi
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Cuadro 2. Diluyente yema de huevo

I Yema de huevo al 12% I 6 ml I
I Antibidtico I 0.04 Ul I

Cuadro 3. Preparacion de las soluciones hiperosméticas

Solucion mOsm/kg Diluyente base (ml) Glucosa (9)

e | o

2100 10 5.57

Cuadro 4. Preparacion de las soluciones hiposméticas

Solucion mOsm/kg Agua desionizada(ml) Glucosa (g9)
30 (et
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Figura 2. DIAGRAMA DE FLUJO DE LA PARTE EXPERIMENTAI 1: TEMPERATURA A 23° C.

Temperatura: 22-24 C.
Tiempo: 15 minutos

Variables a medir: viabilidad e
integridad acrosomal

Temperatura:22-24 C

Tiempo: 15 min

Variables a medir: viabilidad e
integridad acrosomal




Figura 3. DIAGRAMA DE FLUJO DE LA PARTE EXPERIMENTAL 2: TEMPERATURA A 5°C.

H Obtencién de semen H

Dilucién con yema de huevo (200 x
106 espermatozoides /™)

Variables a medir: viabilidad e
integridad acrosomal

Exposicidn a soluciones isosmoticas.

Variables a medir: viabilidad e
integridad acrosomal

Integridad
acrosomal

1200
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6. PROCESO EXPERIMENTAL

Una vez obtenidos los eyaculados (1 eyaculado/macho) y tras una primera valoracion
seminal, se tomo el eyaculado con mejores caracteristicas seminales y se procedio a
diluir el eyaculado con solucién de lavado en proporcion 1:4 vlv, posteriormente se
centrifugé a 700 g x 15 minutos a temperatura de cuarto. Tras la separacion del
sobrenadante se rediluyé el sedimento hasta su volumen inicial con la solucién de
lavado en una proporcion de 1:5 y se procedié a una segunda centrifugacion, esto con
el fin de eliminar el plasma seminal. Después de remover el sobrenadante se aforé a 2
ml con diluyente yema de huevo al 12 % para ajustar a una concentracion de 200 x 10°
espermatozoides/ml con la camara de Neubauer para proceder con los tratamientos de

osmolaridad, para simular el proceso congelado-descongelado.

6.1 Parte experimental 1: temperaturaa 23 °C

Una vez que la concentracién fue ajustada a 200 x 10° espermatozoides por ml, se
formaron alicuotas (0.2 ml cada una) y se depositaron en tubos Eppendorf que
contenian 0.2 ml de las soluciones hiperosmaticas (1:1 v/v), la exposicion de los
espermatozoides a las soluciones hipersosmoticas tuvo una duracion de 15 minutos a
temperatura de cuarto (23°C), al terminar el tiempo se tomaron muestras para la

determinacién de la integridad de la membrana plasmatica e integridad acrosomal.

Posteriormente al finalizar el periodo de exposicion se realiz6 un pase de 200ul de
cada una de las mezclas anteriores a 1.2 ml (1:6 v/v) de la correspondiente solucion
hiposmotica para restablecer la isosmolaridad durante 15 minutos a temperatura de
cuarto (23° C aprox.) midiendo las variables de integridad de la membrana plasmatica

e integridad acrosomal.
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6. 2 Parte experimental 2: enfriado a5 °C

Para llevar a cabo el enfriamiento se utilizé un recipiente de vidrio adaptado (recipiente
“A”) para introducir un tubo con 5 ml de semen diluido, mismo que se encontraba a
temperatura ambiente para iniciar el enfriado, de forma simultanea se sumergieron los
tubos eppendorf con las soluciones hiperosmaticas (300,1200 y 2100 mOsm/kg) y un
termOmetro para tener un control del descenso de la temperatura y de esta manera las

soluciones experimentan la misma velocidad de enfriado. (Figura 4)

Figura 4. Recipiente “A” utilizado para llevar a cabo el enfriado lento a 5°C.

Tapa con orificios para

muestras y alicuotas /

Recipiente con agua para

enfriar las muestras

Este recipiente fue introducido en un recipiente cuadrado (recipiente “B”) el cual
contenia agua con hielo a una temperatura de 4° C, permaneciendo 2 horas
aproximadamente hasta que la muestra en el recipiente “A” alcanzara la temperatura de
5° C. (Figura 5)

Figura 5. Recipiente “B” utilizado para llevar a cabo el enfriado a 5° C.

Recipiente “A” Recipiente “B”




Una vez alcanzada la temperatura de 5° C se formaron alicuotas (0.2ml cada una) del
tubo con semen a una concentracion de semen de 200 millones/ml, y se depositaron en
los tubos que contenian 0.2 ml de las diferentes soluciones hiperosmoticas. Esta
exposicion durdé 15 minutos donde se tomaron alicuotas para observar si hay dafio en la

membrana plasmatica y en la integridad del acrosoma.

Una vez trascurridos los 15 minutos en las soluciones hiperosmdéticas, se tomo una
alicuota de cada una (0.2ml) y se agregd a su correspondiente solucién hiposmotica
(2.2 ml) en una proporcion de 1:6 (v: v) para restablecer la isosmolaridad a una
temperatura de 37° C en bafio Maria durante 15 minutos. Posteriormente se llevo a
cabo la determinacion de la integridad de la membrana plasmaética y la integridad del

acrosoma.

6.3. Andlisis Estadistico

Los datos de las caracteristicas del semen fresco se analizaran mediante estadistica
descriptiva solamente; los datos de integridad de la membrana plasmatica y acrosomal
se analizaran mediante pruebas no paramétricas, dentro de tratamiento mediante la

ANOVA de Friedman, entre tratamientos mediante la prueba pareada de Wilcoxon ™.
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7. RESULTADOS

En el Cuadro 5 se muestran las caracteristicas iniciales de los eyaculados que se
tomaron de los diferentes machos. En el cual se puede observar que los valores

promedio de cada variable se encuentran dentro de los parametros normales mismos

de la especie Caprina’ (cuadro 6).

Variables Valores

Volumen (ml) 0.71 +0.291
Motilidad progresiva (% 85.83 + 4.93
Viabilidad (% 85.11 £ 5.53
Anormalidades primarias (% 3.67 + 3.32

Anormalidades secundarias (%) 15.47 £ 17.27

Cuadro 5. Valores iniciales de las variables de calidad del semen caprino.
Los valores son Medias + Desviacion estandar

Cuadro 6. Valores aproximados de las variables de calidad de semen caprino raza Alpina ™"
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7.1 Prueba de estrés osmoético a temperatura ambiente

Como se puede apreciar en la grafica 1 el porcentaje de espermatozoides con
membrana plasmatica intacta disminuy6 de manera significativa a medida que aumenté
el valor de osmolaridad; cuando se restablecio la isosmolaridad ocurrié otra disminucion
en esta variable. Se puede observar que el tratamiento de hiperosmolaridad de 300
mOsm/kg mostro diferencias significativas (P<0.05) con los tratamientos 1200 y 2100
mOsm/kg, mientras que entre estos no hubo diferencia significativa. En cuanto a los
tratamientos de retorno a la isosmolaridad se observo diferencia significativa entre
todos los tratamientos (P<0.05).

Al comparar la diferencia entre ambos tratamientos de hiperosmolaridad e
isosmolaridad en cada uno de los valores utilizados se pudo observar que en todos

hubo una diferencia significativa (P<0.05).

Membrana Plasmatica intacta a temperatura ambiente

90
85 1 a

70 - . ”
—l— Hiperosmoticas

94— |sosméticas

60 y

Membranas intactas (%)

55 1

50

300 2100

1200
Osmolaridad (mOsm/kg)

Gréfica 1. Integridad de la membrana plasmética a temperatura ambiente. (Condicién
hiperosmética e hiposmética) Letras diferentes dentro de tratamiento (a, b; x, y, z) indican
diferencias significativas (P<0.05). Los asteriscos indican diferencias entre tratamientos
(P<0.05).
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En la grafica 2, se muestran los porcentajes obtenidos de acrosomas intactos en los
tratamientos de hiperosmolaridad, donde hubo un descenso en los acrosomas intactos
conforme la osmolaridad aumenta, posterior a su regreso a la isosmolaridad se pudo
observar un aumento en el dafio. Al comparar la respuesta entre los tratamientos de
hiperosmolaridad se observd que en todos los valores hubo una diferencia significativa
(P< 0.05). En cuanto a los tratamientos de retorno a la isosmolaridad se observo una
diferencia significativa (P<0.05) entre el tratamiento de 1200 y 2100 mOsm/kg.

Al comparar la diferencia entre el tratamiento de hiperosmolaridad e isosmolaridad en
cada valor utilizado, se observd una diferencia significativa (P<0.05) solo entre los
tratamientos de 300 y 1200 mOsm/Kkg.
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Grafica 2. Integridad de la membrana acrosomal a temperatura de cuarto. (Condicion
hiperosmética e hiposmética). Letras diferentes dentro de tratamiento (a, b, c; X, y) indican
diferencias significativas (P<0.05). Los asteriscos indican diferencias entre tratamientos (P<0.05)



7.2 Prueba de estrés osmotico a temperatura de refrigeracion

En la grafica 3 se puede observar el resultado de la membrana plasmatica intactas con
los tratamientos a diferentes temperaturas, al comparar la respuesta entre los diferentes
tratamientos de hiperosmolaridad se observo una diferencia significativa (P<0.05) entre
estos. En cuanto a los tratamientos de retorno a la isosmolaridad, también se observo
una diferencia significativa (P<0.05) entre el tratamiento de 300 mOsm/kg con los
tratamientos de 1200 y 2100 mOsm/kg (Grafica 3).

Por otro lado, se compar6 la diferencia entre el tratamiento de hiperosmolaridad e
isosmolaridad en cada valor utilizado, observandose una diferencia significativa
(P<0.05) entre los valores utilizados.
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Grafica 3. Integridad de la membrana plasmatica a 5° C. (Condicién Hiperosmética) y a 37°C
(Condicién hiposmética). Letras diferentes dentro de tratamiento (a, b, c; x, y) indican diferencias
significativas (P<0.05). Los asteriscos indican diferencias entre tratamientos (P<0.05).

35



En la grafica 4 se observa el porcentaje de acrosomas intactos con temperatura
diferente, al comparar la respuesta entre los tratamientos de hiperosmolaridad, se
observé que hubo diferencias significativas entre todos los tratamientos (P<0.05). En
cuanto a los tratamientos de retorno a la isosmolaridad se observé una diferencia
significativa entre todos los tratamientos (P<0.05).

Asi mismo, al comparar la diferencia entre el tratamiento de hiperosmolaridad e
isosmolaridad en cada valor utilizado, se observé una diferencia significativa (P<0.05)
entre todos los valores utilizados.
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Gréfica 4. Integridad de la membrana acrosomal a 5°C (Condicién Hiperosmoética) y a 37°C
(Condicién hiposmoética). Letras diferentes dentro de tratamiento (a, b, c; x, y) indican diferencias
significativas (P<0.05). Los asteriscos indican diferencias entre tratamientos (P<0.05).
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Como se observo en las graficas anteriores, cuando los espermatozoides caprinos
fueron sometidos a condiciones de hiperosmolaridad el porcentaje de espermatozoides
con membrana plasmética intacta disminuyd de forma significativa. En el caso del
experimento a temperatura ambiente, la disminucion fue de 14% y para el experimento
a temperatura de refrigeracion fue de 18%, considerando la disminucidon en esta
variable de 300 a 2100 mOsm/kg. En relacién a la disminucion de esta variable cuando
se retorna a la isosmolaridad, se observo un descenso més pronunciado a 37°C que a
Temperatura ambiente: 26 vs. 18%.

A su vez, el porcentaje de acrosomas intactos en condiciones de hiperosmolaridad
disminuy6 de manera similar (de 300 a 2100 mOsm/kg) a temperatura ambiente y a
temperatura de refrigeracion: 20 y 19% respectivamente. En relacién a la disminucion
de esta variable cuando se retorné a la isosmolaridad, se observé un descenso mas

pronunciado a 37°C que a temperatura ambiente: 26 vs. 14%.
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8. DISCUSION

En este trabajo se realizaron 2 partes experimentales: en la primer parte, tanto el
tratamiento hiperosmético como el retorno a la isosmolaridad se llevdo a cabo a
temperatura de cuarto (22°C). En la segunda parte el tratamiento hiperosmoético se llevo
a cabo a 5°C, mientras que el retorno a la isosmolaridad se hizo a 37°C. Aunque en
ambos experimentos se observé la misma tendencia en los resultados de integridad de
la membrana plasmatica y acrosomal, en el segundo se observé una mayor severidad

de dafo en estas estructuras.

Los resultados de este trabajo sugieren que cuando los espermatozoides caprinos son
expuestos a soluciones hiperosmaticas, se observa un descenso tanto en la viabilidad
como en la integridad acrosomal conforme aumenta la osmolaridad; siendo estos
resultados mas pronunciados cuando los espermatozoides son expuestos a las
soluciones de isosmolaridad, Similar a lo reportado para espermatozoides de otras

53.49. 9 gvino™ de verraco®® "**2, de chimpancé®’, de equino®!

especies como el humano
y la rata® en soluciones con diferente osmolaridad y a una temperatura de 37° C, en
los cuales el porcentaje de espermatozoides viables asi como el porcentaje de

acrosomas intactos disminuy6 conforme la osmolaridad aumentaba.

Por otro lado, se ha sugerido que los espermatozoides pueden ser mas sensibles a los
efectos perjudiciales de pH bajo, a temperatura ambiente en lugar de 5°C o cuando son

678 ya que se ha observado un efecto dependiente de la temperatura, al

congelados
que se le ha denominado “dafio posthiperténico”, lo que quiere decir que este tipo de
dafio se ve reducido con una disminucion de la temperatura. Estudios han comprobado
un dafio menor en el espermatozoide humano posterior al estrés hiperosmético a 0°C

esto en comparacion de 8 y 22°C =3,

Para explicar el efecto de la temperatura se ha demostrado que los espermatozoides
sometidos al proceso de osmorregulacion en ausencia de temperatura baja, presentan

cambios notables en la integridad de la membrana plasmatica, desorden vy
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empaquetamiento lipidico, viabilidad celular y motilidad.®? Posiblemente el efecto de la
temperatura puede ser una consecuencia de la diferencia del grado de fluidez de la
membrana plasmética a la modificacion de la temperatura del medio, lo cual podria
cambiar la capacidad del espermatozoide para la regulacion de la osmolaridad y del
volumen celular "*®- Si el dafio post-hipertdnico se reduce con la disminucién de la
temperatura, esto podria explicar la razon por lo que actualmente el proceso de enfriado
lento es el mas utilizado en la crioconservacion de células espermaticas ®, Sin
embargo, nuestros resultados difieren a los reportados en otras especies, ya que se
observo una tendencia similar a la que se ha reportado para los granulocitos humanos,
en los que la disminucién de temperatura provoca un descenso mas pronunciado sobre
la viabilidad "’

Otro factor de importancia, es el tiempo de exposicion, ya que se ha visto que el dafio
post-hiperténico se presenta en funcion del tiempo de exposicidbn a las soluciones
hiperosmoticas previo al retorno a la isosmolaridad. Algunos autores obtuvieron los
mejores valores de supervivencia con el menor tiempo de exposicion a soluciones
hiperosméticas >*;ya que se ha demostrado que el dafio provocado por la rehidratacion
se incrementa conforme el tiempo de exposicidn a las soluciones hiperosmoticas sea
mayor, posiblemente porque el dafio de rehidratacién se deba al dafio ultraestructural
de la membrana provocado por la deshidratacién y contraccion’®’®; sin embargo, se ha
observado que en forma contrastante, durante el proceso de enfriado lento las células
pueden experimentar mas de 8000 mOsm/kg de estrés hipertonico por un largo periodo

a temperaturas bajas debido a la precipitacién del agua extracelular como hielo®:.

Tomando en cuenta los factores presentados en este trabajo (temperatura, osmolaridad
variable y tiempo de exposicion), la simulacién parcial del proceso de congelado-
descongelado, posiblemente permita obtener un panorama que podria simular al que
ocurre en realidad. Sin embargo, se debe considerar que otros factores no relacionados
con los cambios osmoticos también tienen influencia sobre la tasa de supervivencia de
los espermatozoides caprinos en el proceso de crioconservacion; Sin dejar de lado la

existencia de una variacion importante entre individuos en la susceptibilidad a la
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crioconservacion, viéndose implicado un componente genético que se manifiesta
probablemente en la composicion lipidica y proteica de la membrana plasmatica del

espermatozoide y que puede presentarse como una caracteristica racial 3

En un futuro se recomienda que para poder concretar que esta prueba de estrés
osmotico en los espermatozoides caprinos podria simular parcialmente el proceso
congelacion-descongelacion, se sugiere trabajar con la segunda etapa (en paralelo a la
primera) que consiste en someter a los espermatozoides al proceso de congelacion-
descongelacion, esto con la finalidad de comparar los resultados obtenidos en ambas
pruebas y poder determinar si existe una correlacion entre ellas y poder determinar si se
podria predecir la "congelabilidad” de los espermatozoides mediante una prueba de
este tipo.
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10. CONCLUSION

Las Soluciones hiperosmoticas con valores 1200 y 2100 mOsm/kg pueden inducir
cambios marcados sobre la viabilidad e integridad del acrosoma caprino, siendo estos

mas intensos a una temperatura de 5° C en comparacion con 22° C.

La utilizacion de Soluciones hiposmaéticas para restablecer la isosmolaridad posterior al
estrés hiperosmotico, incrementé el dafio sobre la integridad plasmética e integridad
del acrosoma caprino, siendo éstos mas pronunciados a una temperatura de 37° C en

comparaciéon con 22° C.
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