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Resumen

Los protocolos de criopreservaciéon de espermatozoides epididimarios bovinos permiten
conservar el germoplasma de animales valiosos postmortem. Este estudio tuvo como objetivo
evaluar la seleccion espermatica y el método de congelacion sobre la calidad de los
espermatozoides epididimarios bovinos posterior a la criopreservacion. Se utilizaron quince
pools (2 epididimos por pool) para recuperar muestras espermaticas mediante lavado
retrogrado, que se dividieron en dos alicuotas para criopreservarlas mediante congelaciéon
convencional lenta (CL) y congelacion ultrarrapida (CU). La mitad de cada alicuota se someti6
a seleccion antes de la criopreservacion, mediante centrifugacion por gradientes de densidad
(200 puL de Percoll al 40 y al 80 %). La CL se realiz6 diluyendo las muestras en medio
TCG+EY+GLY (tris, &cido citrico, glucosa + 6 % yema de huevo + 5% glicerol), mientras que
la CU se realiz6 diluyendo en TCG+YH+Sacarosa (100 mM). Los resultados indicaron que el
método de congelacion y la seleccion espermatica afectaron (P<0,05) la mayoria de los
parametros cinéticos y de integridad de las membranas plasméticas. La motilidad total y
progresiva, la velocidad promedio y la rectilinea aumentaron en muestras seleccionadas post
congelacion/descongelacion tanto en CL como CU (P<0,05). Ademas, la proporcion de
espermatozoides con membranas plasméatica y acrosomal intactas fue significativamente
mayor en muestras seleccionadas y criopreservadas con ambos métodos de congelacién
(P<0,05). Ni las dimensiones de la cabeza, ni la integridad del ADN espermatico se vieron
afectadas en ningun tratamiento (P>0,05). Estos resultados muestran que la seleccion
espermatica antes de la criopreservacion fue efectiva para crioconservar convencionalmente

espermatozoides epididimarios bovinos.

Palabras clave: espermatozoides epididimarios, congelacion lenta,
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Abstract

Bovine epididymal sperm cryopreservation protocols allow preserving the germplasm of
valuable animals’ postmortem. This study aimed to evaluate the sperm selection and freezing
method on the quality of bovine epididymal spermatozoa after cryopreservation. Fifteen pools
(2 epididymides per pool) were used to recover sperm samples by retrograde washing, which
were divided into two aliquots for cryopreservation by conventional slow freezing (SF) and
ultra-rapid freezing (UF). Half of each aliquot was subjected to selection prior cryopreservation
by density gradient centrifugation (200 pL of 40% and 80% Percoll). SF was performed by
diluting the samples in TCG+EY+GLY medium (tris, citric acid, glucose + 6 % egg yolk + 5 %
glycerol), while UF was performed by diluting in TCG+YH+Sucrose (100 mM). The results
indicated that the freezing method and sperm selection affected (P<0.05) most of the kinetic
and plasma membrane integrity parameters. Total and progressive motility, average and
rectilinear velocity increased in post-freeze/thaw selected samples in both SF and UF
(P<0.05). In addition, the proportion of spermatozoa with intact plasma and acrosomal
membranes was significantly greater in samples selected and cryopreserved with both
freezing methods (P<0.05). Neither head dimensions nor sperm DNA integrity were affected
in either treatment (P>0.05). These results show that sperm selection before cryopreservation
was effective for conventionally cryopreserved bovine epididymal spermatozoa.

Keywords: epididymal sperm, slow freezing, ultra-rapid freezing, sperm selection,

bovine

Kelly Estefania Delgado Arcentales - Angie Celine Morocho Idrovo



indice de contenido

T To [UTololTo] o TP PP PP PPPPPPPPPI 12
N © 1 ][] 11/ 1= PSSP 15
A B @ o] 1= 1\ Vo I o [=T = - | PSSP 15
2.2, ODbjetivoSs €SPECITICOS ...uuvuuiiii e e e e e e e e aaane 15
3. Pregunta de iNVESHIQACION ..........oiiiiiiiiiiice e e e e e e e e e e aaane 15
4. REVISION A€ ITEIATUIA. ... i ittt e e e e e et reeaaeeaaaans 16
4.1. Anatomia del testiCulo del tOr0 .........oiuuiiiiiiiiiee e 16
4.2. Espermatozoides epididiMarios.........ccoouiiiiiiiiieee e 16
4.2.1. MO OIOGIA .oeiiiiiieee e 17
4.2.2.  Funcionalidad...........cccoiiiiiiiiiii 18
4.2.3. Caracteristicas MIiCrOSCOPICAS ..........cuuuuiiiiieeeeiieeiiie e e e e e e e e 18
4.2.4. Métodos de coleccion de los espermatozoides epididimarios..............cccvueee... 20
4.2.5.  Diluyentes de SEMEN........ouuuiiii i e e e e e e 21

4.3. Métodos de selecCion ESPErMALICA ...........uvuuiiiieeeiieeeiiiie e e e e 22
4.3.1. Migracion espermatica vertical (SWIM=-UpP).........ccoeuuiiurimrerieeeanniiiiireeeeeeeeaannns 22
4.3.2. Centrifugacion en gradientes de densidad .............cccccevvvvvviiiiiiiiiiiiiieeeeee 22

4.4. Criopreservacion de espermatozoides DOVINOS ...........cccoeviiiiiiiiiiiiiiieee e 23
4.4.1. Congelacion CoNVENCIONAL...........oiiiiiiiiiiiiiiiii e 24
4.4.2.  Congelacion URFArTAPIda ..........uueeiiiieiiiiiieie e 24
443, VIIFICACION .....oiiiiiiiee et e e e e e e e 25

T O ¢ To] o] 0] (=To3 (o] (TSR PPPPRUPTR 25
45.1.  CrioproteCtores PENELIANIES ......ccciiiiiiiiiie i e e e e e e arra s 26
4.5.2.  Crioprotectores N0 PENELrANTES .......oeuuuiiii e 26

4.6. Efectos de la criopreservacion en los espermatozoides ...........cc.eeeeeeeeeiiiiivinenenenn. 27
4.6.1.  ESIrES OXIOALIVO .. .uuviieiiiie e ettt e ettt e e e e e e s e e aaeeeaann 28
4.6.2. ESIES TEIMICO ...uuieiiieiiii ettt ettt e e e e e ettt e e e e e e e st eeaaaeeaaanns 28
4.6.3. ESIrES OSMOLICO. . .uiiiiiiiiieiiiiiiie ettt e e e e e e a e e e e e e 29
4.6.4.  APOPLOSIS ..ot 29

Kelly Estefania Delgado Arcentales - Angie Celine Morocho Idrovo



4.7. Integridad de la membrana plasmatiCa...........ccccceevivveiiiiiiii e 30
4.8.  Integridad del ADN ........coi i 30
4.8.1. Naranja de acridiNa ............uuiiiiieeeiiiiiiiis e e 31

5. MaterialeS Y MEIOUOS .......cooeiiiiiiiii e e e e e e e e et e e s e e e e eeannee 33
5.1, MaALEIAIES. ... .. 33
5.2, Ar€a dE ESIUIO .....veuveeieeeeeeeeeeieeee ettt ettt ettt ettt eereere s 35
5.3.  Disefno eXPerimeENntal...............uuuuuuuumiuiiiiiiiiiiiiiiii i 35
5.3.1.  ODbtenciOn de teStICUIOS ..........ueiiiiiiiiiiiii e 36
5.3.2.  Coleccidén y evaluacion de las muestras espermaticas...........ccccevveeeeeeiriinnnne 36
5.3.3. Dilucién de las muestras y tratami€ntos .............ccuvviieeieeeriiieiiiiiiee e 37
5.3.4.  SeleCCiOn ESPEIMALICA .......cuuuiiiiieeeeieeeiiiie e e et e e e e et e e e e e e arreaas 37
5.3.5.  Protocolos de CHOPreSErvaCiON ............ceeiiieeeiiiiiiiee e e e 38
5.3.6. Analisis de calidad eSpermatiCa ..........ccccceeviieiiiiiiiiiiie e 39

5.4, ANALISIS €STAdISHCO ..o 40
B.  RESULTADOS ...ttt e e et e et e ettt e e e e et e e e e eta e aeeeaans 42
7. DISCUSION ...ttt ettt s sttt s et e et s et e et ene e ee e s e e e enns 48
CONCIUSIONES ... 53
RETEIEINCIAS ... 54
AANEXOS .ot e et e e e e e et 66

Kelly Estefania Delgado Arcentales - Angie Celine Morocho Idrovo



indice de figuras
Figura 1 Ubicacion de la granja “Irquis” de la Universidad de Cuenca.............................. 35

Figura 2 Efecto de la seleccion espermatica después de la criopreservacion y del método de
congelaciéon sobre la integridad de la cromatina en espermatozoides epididimarios bovinos

post-congelacion (n=20 por grupo experimental) (P>0,05). (Mediaz E.E.)....................... 46

Figura 3 Promedio general del porcentaje de recuperacion espermatica......................... 47

Kelly Estefania Delgado Arcentales - Angie Celine Morocho Idrovo



indice de tablas

Tabla 1 RECUISOS MaALEIIAIES .....ceueetieeee ettt ettt e e et r et e et e et e et e et s et serneenees 33

Tabla 2 Tratamientos a ser evaluados de acuerdo a la aplicacion o no de seleccion

espermatica y al método de CriopreSErvaCiON..............ouuuviiiiiieeeee e e e e eeaeanenes 36
Tabla 3 Composicion del diluyente TCG........uuiiii i e e e e eaaenes 36
Tabla 4 Diluyentes de Congelacién Lenta y Congelacion Ultrarrapida............ccccoeeeeeeeninnnnn, 39

Tabla 5 Efecto de la seleccion espermatica y los medios de congelacion lenta y congelacion
ultrarrapida antes de la criopreservaciéon sobre las variables cinéticas en muestras diluidas-

frescas de espermatozoides epididimarios bovinos (Media £ E.E.) ........ccoovviiiiiiiiiiieennniennn, 42

Tabla 6 Efecto de la seleccion espermética y del método de congelacion y sobre las variables
cinéticas en muestras post — criopreservacion de espermatozoides epididimarios bovinos
(MEAIA £ ELE.). oo 43

Tabla 7 Efecto de la seleccion espermatica y del método de congelacion sobre la integridad
de las membranas plasmatica y acrosomal en muestras post-criopreservacion de

espermatozoides epididimarios bovinos (Media £ E.E.).....cccocoooiiiiiiiiiiiiiieeeeeiee e, 44

Tabla 8 Efecto de la seleccién espermatica después de la criopreservacion y del método de
congelaciéon y sobre la morfometria de espermatozoides epididimarios bovinos post-

congelacion (Media £ E.E.)......ooiiiiiiii et aaae 45

Kelly Estefania Delgado Arcentales - Angie Celine Morocho Idrovo



Agradecimientos

Le agradezco principalmente a Dios por brindarme vida y fuerzas para poder sobrellevar
todos los problemas del dia a dia; asimismo, por darme esperanza para poder cumplir con
mis suefios y mis metas. Agradezco a mi mama Jaqueline Arcentales, mi grande luchadora
gue, aun teniendo un caracter fuerte ha sabido demostrar el amor que tiene hacia mi, mis
hermanos y su nieta, me ha ayudado en todo cuanto ha podido; ademas, de ser uno de los
pilares fundamentales de mi vida. A mis hermanos, que con sus locuras y empatia han sabido
animarme en tiempos dificiles, demostrando su gran carifio y afecto hacia mi. A mi hija, por
llegar en el momento menos esperado pero que mas necesitaba, por darme fuerzas para
poder continuar; ademas, de haberme demostrado de lo capaz que puedo llegar a ser. A
todas mis mascotas, por ser una gran ayuda para poder mantener mi estabilidad emocional
y para enfrentar situaciones de estrés con el simple hecho de estar presentes. A mi amiga y
compariera de Tesis Angie Morocho por tenerme paciencia y ayudarme en todo cuanto pudo,
por ser comprensiva y empéatica. A mi familia, amigos, enamorado y cufiado que me han
sabido apoyar y ayudar en tiempos dificiles y de quiebre. Ademas, quiero agradecer a una
persona en especial y a la cudl extrafio mucho, a mi primo Carlitos, gracias por socorrerme
en todo cuanto podias, por animarme y darme esperanzas, por creer en mi y no dudar, te
extrafio mucho y te agradezco tanto. Sin olvidar a todos los involucrados en el desarrollo del
presente trabajo. Al Doctor Fernando Perea por su paciencia, tiempo y entrega, en el que nos
ha apoyado de manera incondicional; ya que, sin él no hubiéramos podido llevar a cabo
nuestro trabajo, a los técnicos docentes del laboratorio, asi como al director del laboratorio

les extiendo mis mas sinceros agradecimientos.

Kelly Estefania Delgado Arcentales

Kelly Estefania Delgado Arcentales - Angie Celine Morocho Idrovo



Quiero expresar mi mas sincero agradecimiento a todas las personas que hicieron posible la
realizacion de este trabajo. En primer lugar, agradezco a mi madre, quien ha sido mi principal
apoyo en todo momento, y a mi padre, quien estuvo presente durante todo este recorrido y
me brindé el amor y la motivacién necesarios para superar cada obstaculo en el camino hacia

la culminacioén de este proyecto.

También quiero dar las gracias a mis hermanas y mi enamorado por su constante aliento y
apoyo emocional durante este proceso. Ademas, agradezco especialmente a mis dos gatos,
gue han sido una fuente inagotable de estabilidad emocional y compafiia durante las largas

horas de estudio.

Por altimo, quiero expresar mi sincero agradecimiento a mis tutores de la universidad, quienes
nos brindaron su orientacién, conocimiento y paciencia, lo que me permitié crecer

académicamente y mejorar en cada etapa de este proyecto.

Debo destacar que, sin la ayuda y el apoyo de todas estas personas y mascotas, este trabajo
no hubiera sido posible. Les estaré eternamente agradecida por haber sido parte de este
importante logro.

Angie Celine Morocho Idrovo

Kelly Estefania Delgado Arcentales - Angie Celine Morocho Idrovo



10

Dedicatorias

La presente tesis esta dedicada a mi mama, a quien le hubiera encantado estar presente en
la culminacién de este trabajo, misma que debido a una enfermedad de caracter grave no
puede estarlo por completo. Este trabajo se lo dedico a ella, a mis hermanos y a mi hija;
espero poder mejorar nuestras circunstancias actuales y poder brindarles un futuro mejor,
uno en el que se sientan seguros y no existan tantas limitaciones. Pero, sobre todo, se lo
dedico a mi amiga Angie Morocho y a mi; ya que, este trabajo es fruto de todo nuestro
esfuerzo y trayectoria en la Universidad, en donde hemos tenido altibajos, aventuras y un
gran proceso de aprendizaje tanto en lo personal como en lo profesional. También se lo
dedico a mi querido primo Carlitos, que en paz descanse, que siempre destacd por su alma
bondadosa y noble; ademas, por ayudarme a lo largo de este proceso y que sé, que hubiera
estado tan orgulloso de mi como yo lo estaba de él.

Este logro se los dedico con mucho carifio, amor y gratitud. Gracias por festejar mis logros y

apoyarme incondicionalmente.

Kelly Estefania Delgado Arcentales

Kelly Estefania Delgado Arcentales - Angie Celine Morocho Idrovo



11

Quiero dedicar este logro a las personas mas importantes en mi vida: mi querida madre y mi
padre, quienes siempre me han brindado su amor, apoyo y motivacién en todo momento. Por
haber estado a mi lado durante todo este proceso y por haberme alentado a perseguir mis
suefios, una mencién especial a mi MADRE, por ser mi pilar en los momentos mas dificiles y

por ser la primera en celebrar mis logros.

También quiero dedicar este logro a mis queridos gatos, quienes han sido una fuente infinita
de compaiia, alegria y amor. Por estar siempre a mi lado y por ser mis confidentes en los

momentos de estrés.

Les agradezco por ser una parte fundamental de mi vida y por hacerla mas feliz y llena de

amor. Este logro es para ustedes, con todo mi amor y gratitud.

Angie Celine Morocho Idrovo

Kelly Estefania Delgado Arcentales - Angie Celine Morocho Idrovo



12

Introduccién

La criopreservacion de semen permite el almacenamiento de espermatozoides para su uso
futuro en programas de mejoramiento genético y para la conservacion de germoplasma de
especies en riesgo de extincion (Holt, 2000). En bovinos, por muchas décadas se ha usado
la congelacién convencional o también conocida como congelacion lenta, en este protocolo
los espermatozoides sufren un proceso de enfriamiento en un lapso de 2 a 4 horas.
Llevandose a cabo en 3 pasos, primero las muestras de semen se diluyen en una solucién
de elementos quimicos y energéticos Utiles para la supervivencia espermatica, luego son
expuestos a un crioprotector permeable de bajo peso molecular y consecuentemente ya
empajueladas son sumergidos en vapores de nitrégeno liquido, presentandose en la mayoria
de casos resultados satisfactorios. Sin embargo, con este método, entre el 40 al 50% de los
espermatozoides no sobreviven a la criopreservacion (Holt, 2000), y los que sobreviven,
tienen menor probabilidad de fertilizar ovocitos, debido a alteraciones de la membrana
plasmatica y acrosomal; ademas de, alteraciones en la integridad de la cromatina,
alteraciones morfoldgicas y osméticas (Watson, 2000). En los ultimos afios, la congelacion
ultrarrdpida y la vitrificacion cinética ha ganado importancia en la criopreservacion de
espermatozoides de algunas especies de animales domésticos (Arraztoa et al., 2017);
(Consuegra et al., 2019), de silvestres (O’Brien et al., 2019), y de humanos (Mohamed, 2015),
debido a que aparentemente causa menos dafio en la membrana plasmatica e integridad
funcional de los espermatozoides (Mohamed, 2015). La congelacion ultrarrapida es un
método de criopreservacion mediante el cual los liquidos extracelulares pasan a un estado
vitreo sin formacion de cristales de hielo intracelular letales para la célula, constituyéndose
en un procedimiento alternativo a la congelacién convencional (Lv et al., 2019); implicando al
uso de concentraciones elevadas de crioprotectores no penetrantes, cuya mezcla en la
solucion de vitrificacién no se cristaliza al enfriarse, en cambio se torna viscosa y se convierte

en una estructura sélida, similar al vidrio (Lv et al., 2019).

La congelacion ultrarrapida tiene como ventajas ser un método simple, rapido, barato, que no
requiere equipos costosos ni gran entrenamiento técnico para aplicarse. Ademas, no necesita
usar protocolos de congelacion complejos ni crioprotectores penetrantes (Nawroth et al.,
2002). Sin embargo, el éxito de su aplicacion, en términos de proporcién de espermatozoides
estructuralmente integros y funcionales luego del calentamiento, depende del tamafio de la
cabeza del espermatozoide (Kipper et al., 2016) y de la especie (O’Brien et al., 2019). En los
rumiantes, debido al mayor tamafio de la cabeza espermatica, en comparacion con otras
especies la vitrificacion no ha sido tan exitosa, debido a que se presenté una correlacién

negativa, a mayor tamafo de cabeza menor crioestabilidad (Isachenko et al., 2011). El uso
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de la sacarosa como crioprotector no penetrante fue probado con éxito en carneros (Arando
et al., 2017). En ese estudio se determind que la sacarosa presenta un alto potencial como
agente crioprotector y su almacenamiento a 5°C por 5 minutos en una concentracion de 0,4
M esta relacionado con una mejor calidad espermatica post vitrificacion. Asimismo,
espermatozoides epididimarios de cabra montés ibérica (Capra pyrenaica) fueron

exitosamente vitrificados (Pradieé et al., 2018).

Otro estudio realizado por Bbdveda et al. (2018) en cabras montés demostré que, pese a su
sensibilidad espermatica a altas concentraciones de crioprotectores penetrantes y de
sacarosa, la combinacion de enfriamiento ultrarrapida con (TCG) yema de huevo + sacarosa
(100 mM) y rapido calentamiento a 60°C, seguido de seleccidén de espermatozoides por
centrifugacion en gradiente de densidad para recolectar los espermatozoides méviles, tuvo
un efecto positivo en la viabilidad de los espermatozoides.

La seleccion espermatica es una técnica que permite la separacion de los espermatozoides
del plasma celular, de detritos celulares y de células inmdviles o muertas, que individual o en
conjunto pueden perjudicar la viabilidad espermética (Galarza et al., 2018). Aunque existen
varios métodos para purificar espermatozoides, la centrifugacion por gradientes de densidad
ha sido ampliamente usada debido a su eficacia (Galarza et al., 2018; Galarza et al., 2019).
Este método de seleccion espermética, tanto de espermatozoides frescos como
criopreservados, demostro su efectividad mejorando la motilidad, las caracteristicas cinéticas
y la integridad de las membranas plasmatica y acrosomal de los espermatozoides (Galarza
et al., 2018).

No hay estudios publicados que hayan reportado con éxito a la congelacion ultrarrapida de
espermatozoides epididimarios bovinos previamente seleccionados mediante gradientes de
densidad. El éxito de este método de criopreservacion y de la seleccién espermatica en los
bovinos podria tener gran impacto en la conservacion de espermatozoides bovinos. Ademas
de ser usados en la inseminacion artificial, los espermatozoides epididimarios seleccionados
previa criopreservacion, podrian usarse en la industria de la produccién in vitro de embriones,
ya que en esta especie es donde esta actividad estad més desarrollada y extendida a nivel
mundial. También ha sido usado como modelo para la criopreservacion de especies

silvestres, de boévidos silvestres.

En este estudio se utilizé como diluyente base el TCG (Tris, acido citrico y glucosa) y 100 mM
de sacarosa 0 5% de glicerol para la congelacion ultrarrdpida y congelacion convencional o
lenta respectivamente. Ademas de someter algunas muestras a la seleccién espermatica y

otras no. Se demostr6 que la congelacion ultrarrapida fue tan efectiva como la congelacién
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convencional o lenta, representando una alternativa prometedora y u(til al método
convencional de criopreservacion, que resulté en espermatozoides de buena calidad después
del calentamiento; y que, aquellas muestras que fueron sometidas a seleccion espermatica
presentaron mejores resultados que las que no fueron sometidas a seleccion espermatica

independientemente del método de criopreservacion utilizado.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la seleccion espermética y el método de criopreservacion sobre la calidad

y morfometria de espermatozoides epididimarios bovinos.
2.2. Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de seleccion espermatica mediante gradientes de densidad previo a
la criopreservacion y de dos métodos de criopreservacion, convencional y ultrarrapida,
sobre la cinética esperméatica y la morfometria de espermatozoides epididimarios
bovinos.

e Evaluar el efecto de seleccion espermatica mediante gradientes de densidad previo a
la criopreservacion y de dos métodos de criopreservacion, convencional y ultrarrapida,
sobre la integridad de membranas y fragmentacion de la cromatina de
espermatozoides epididimarios bovinos.

3. Pregunta de investigacion

P1. La centrifugacién mediante gradientes de densidad previo a la congelacion ultrarrapida
permite obtener espermatozoides epididimarios bovinos con calidad y morfometria

comparable a los obtenidos mediante la congelacién convencional.
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4. Revision de literatura

A través de este apartado, se busca identificar las investigaciones previas relevantes, analizar
y sintetizar la informacion disponible, y establecer las bases tebricas y conceptuales que
servirdn de marco tedrico para el estudio. En el caso de esta tesis, se llevé a cabo una revision
sistematica de la literatura para explorar el tema de Influencia de la seleccién espermatica y
el método de criopreservacién sobre la criosupervivencia de espermatozoides epididimarios
bovinos. El objetivo de esta revision fue examinar las investigaciones previas en este campo,
identificar las tendencias y enfoques predominantes e identificar las teorias y conceptos

fundamentales que subyacen a este tema.
4.1. Anatomia del testiculo del toro

El testiculo del toro estd compuesto de diferentes estructuras que desempefan funciones
especificas. Segun la investigacion de Silva et al. (2016), el testiculo se divide en tres partes:
el cuerpo, el epididimo y el cordén espermatico. El cuerpo del testiculo se encuentra rodeado
por una capa de tejido conectivo conocido como tunica albuginea. Segun lo sefialado por Van
Soom et al. (2016), la tanica albuginea es una capa fibrosa que se encuentra en la parte
exterior del testiculo y que protege su contenido interno. Esta capa contiene vasos

sanguineos y nervios que suministran nutrientes y oxigeno al tejido testicular.

Por otra parte, el epididimo es una estructura que se encuentra en la parte superior del
testiculo, y tiene la funcion de almacenar y madurar los espermatozoides. Segun la
investigacion de Durairajanayagam et al. (2015), el epididimo esta formado por un solo
conducto enrollado en forma de espiral, que se extiende desde la parte superior del testiculo
hasta el conducto deferente. El corddén espermatico es una estructura que une el testiculo
con el cuerpo del toro. Para Ciereszko y Dusza (2016), el corddn espermatico contiene los
conductos deferentes, las arterias y venas testiculares, los nervios y los muasculos que
controlan la contraccion y el movimiento del testiculo. Cada una de estas partes tiene una

funcién especifica en la produccion y almacenamiento de espermatozoides en el toro.
4.2. Espermatozoides epididimarios

Los espermatozoides epididimarios son células reproductivas masculinas maduras que se
desarrollan en los testiculos y se almacenan y maduran en el epididimo. El epididimo es
responsable de la maduracién de los espermatozoides y les proporciona el ambiente
adecuado para que adquieran la capacidad de fertilizar un évulo (Chtopik & Wysokinska,

2020). Cunha et al. (2019) menciona, que el epididimo tiene principalmente la funcion de
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llevar a cabo la maduracion progresiva y la capacidad fertilizadora de los espermatozoides,

las cuales ocurren en la cabeza, el cuerpo y la cola de la estructura.

Con esta consideracion, es importante sefialar que se podrian obtener espermatozoides
viables provenientes de la cola del epididimo con movilidad y capacidad para ser utilizados
en fertilizaciéon. Poco tiempo después de la muerte del bovino, estos espermatozoides podrian
ser procesados y congelados para su posterior uso en inseminacion artificial. Segun Oliva et
al. (2017), se han llevado a cabo investigaciones que demuestran que los espermatozoides
obtenidos de la cola del epididimo de animales muertos han demostrado ser viables. En el
caso del ganado bovino, se ha utilizado el semen obtenido del epididimo para la produccion
de embriones in vitro con una alta tasa de éxito en la fertilizacion, la utilizacién de
espermatozoides epididimarios, es considerado una herramienta importante y de gran éxito
ya que dependiendo de factores como la motilidad espermatica los espermatozoides
extraidos del epididimo incluso muchas horas después, mantienen su funcién normal y

pueden ser criopreservados para ser utilizados en fertilizacion in vitro (Albers y Barrios, 2006).

Los espermatozoides epididimarios se caracterizan por su forma alargada y delgada, con una
cabeza, un cuerpo y una cola que les permite moverse y desplazarse hacia el 6évulo durante
la fertilizacion. La estructura de los espermatozoides epididimarios estd4 disefiada para
maximizar su capacidad de fertilizacion y su viabilidad en el tracto reproductivo femenino. La
importancia de los espermatozoides epididimarios en la reproduccion masculina ha sido
objeto de estudio en la literatura cientifica durante muchos afos. Segun un estudio de revision
publicado por Zhao et al. (2020), “los espermatozoides epididimarios tienen una serie de
propiedades bioldgicas y bioquimicas que los hacen unicos y esenciales para la fertilizacion”.
Entre estas propiedades se incluyen la capacidad de movimiento y la capacidad de unién al
Ovulo, asi como la presencia de enzimas y proteinas que les permiten atravesar la barrera

del moco cervical y penetrar en el évulo.
4.2.1. Morfologia

Segun un estudio realizado por Gonzalez-Méarquez et al. (2016), los espermatozoides
epididimarios bovinos tienen una cabeza ovalada que mide 9 x 4,5 x 1 ym. La cabeza esta
cubierta por una estructura proteica llamada acrosoma, que contiene enzimas que ayudan al
espermatozoide a penetrar la zona pellucida del 6vulo. La cola del espermatozoide es larga y
delgada, y esta formada por tres partes: la pieza principal, el cuello y la pieza terminal. En
otro estudio realizado por Da Costa e Silva et al. (2018), se evalud la influencia de la edad
del toro en la morfologia y funcionalidad de los espermatozoides epididimarios. Los resultados

indicaron que los espermatozoides de toros mas jévenes presentaron una mayor proporcion
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de espermatozoides con una morfologia normal y una mayor capacidad de fecundacion in

vitro en comparacion con los espermatozoides de toros mas viejos.
4.2.2. Funcionalidad

Ademds de la morfologia, la funcionalidad de los espermatozoides epididimarios también es
importante para la fertilidad. Un estudio realizado por Dominguez-Rebolledo et al. (2016),
evalué la capacidad de los espermatozoides epididimarios bovinos para soportar la
criopreservacion y encontré que la supervivencia de los espermatozoides disminuyé
significativamente después de la descongelacion; sin embargo, los espermatozoides
epididimarios presentaron una mayor capacidad de fecundacion in vitro en comparacién con
los espermatozoides obtenidos de la eyaculacién, lo que sugiere que los espermatozoides
epididimarios podrian ser una alternativa viable para la reproduccion asistida. Los
espermatozoides epididimarios bovinos tienen una morfologia caracteristica que influye en
su capacidad para fecundar el 6vulo. Estudios recientes han evaluado la influencia de factores
como la edad del toro en la morfologia y funcionalidad de los espermatozoides epididimarios
bovinos, 1o que puede ser relevante para mejorar la eficiencia reproductiva en la industria

ganadera.
4.2.3. Caracteristicas microscopicas
a. Concentracion

Se conoce como el nimero de espermatozoides contenidos en un milimetro cubicos de
eyaculado. Se han desarrollado varios métodos para determinar la concentracion de
espermatozoides en una muestra de semen. Algunos de estos métodos incluyen la camara
de recuento celular de Neubauer y la espectrofotometria. Ambos métodos son precisos para
el conteo espermatico, aunque el fotocolorimetro es mas rapido, pero también mas costoso

gue la camara de Neubauer (Saray, 2021).

Esta cAmara es un portaobjetos de vidrio grueso con dos cuadriculas situadas a un lado y
otro, estas presentan lineas que ayudan en el conteo y morfologia celular, la cual consiste en
la diferenciacion de los espermatozoides normales de los anormales. Saabedra (2018),
explica que la concentracion espermética esta dada por el nUmero de espermatozoides por
mililitros de eyaculado y esta varia en funcion de la especie, edad, raza, estado fisiologico,
método y frecuencia de recoleccion, también influyen el estado nutricional, la excitacién

sexual, época del afio y peso vivo del animal.
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b. Motilidad

De acuerdo con Zambrano y Moreira (2022), sefialan que la motilidad es un factor clave para
evaluar la capacidad fecundante del espermatozoide, ya que es necesaria para asegurar que
el transporte de los espermatozoides hacia el ovocito sea exitoso. En este sentido, la
evaluacion de la motilidad representa una caracteristica de fundamental importancia en el
momento de la penetracién del dvulo, junto a la velocidad y al tipo de trayectoria de los
espermatozoides se realiza el andlisis y se determina la calidad del semen. La motilidad se
puede evaluar subjetivamente y objetivamente mediante sistemas computarizados de
analisis. Bernardi et al. (2011), sefalan que los avances en electrénica y computacion de los
ultimos afios han permitido que la evaluacién del semen pueda realizarse de manera mas
sistematica y objetiva mediante el uso de un analizador seminal computarizado. La motilidad
masal es la méas utilizada y a su vez la mas simple valoracién visual, la cual refleja el
movimiento de las células esperméaticas en conjunto, esta valoracion se realiza de forma
subjetiva tanto el porcentaje de espermatozoides motiles, el porcentaje de espermatozoides

con movimiento progresivo y la calidad de los movimientos.

Asi, finalmente se puede determinar que un eyaculado con un porcentaje bajo de
espermatozoides moviles o ausencia de motilidad, automaticamente sera descartado para su
conservacion. En este mismo orden de ideas Viquez (2020) asegura que, el movimiento
activo de los espermatozoides es esencial para la colonizacién del oviducto durante la fase
de transporte en el tracto genital de la hembra, y para que ocurra la fecundacion. Asi que,
para que un espermatozoide sea capaz de fecundar a un ovocito debe presentar un valor

aceptable de movilidad.
c. Vitalidad

Nufez y Rubio (2015), afirman que la evaluacion de la vitalidad espermética permite
identificar aquellos espermatozoides con membrana plasmatica intacta, lo cual es un factor
importante en la evaluacion de la calidad del semen y una posible fertilizacion exitosa. En
este sentido, el test de vitalidad espermética permite la identificacion de los espermatozoides
vivos en una muestra de semen. Existe un conjunto de técnicas que permiten una coloracion
selectiva entre espermatozoides vivos y muertos, esto como consecuencia de los cambios

bioquimicos que se producen tras la muerte del espermatozoide.

La tincién con eosina es una de las metodologias mayormente utilizadas para la valoracién
de vitalidad, las técnicas de tincién permiten diferenciar los espermatozoides vivos de los
muertos debido a la permeabilidad de la membrana plasmatica a los colorantes; por tanto,

aquellas células que presentan una membrana plasmatica funcional no permiten el paso del
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colorante, mientras que si esta alterada el colorante penetra en el interior de la célula y
aparece tefiida. De igual forma Andrade y Palma (2020), explican que para determinar la
viabilidad de una muestra de semen se utiliza un tinte vital, en el cual las cabezas de los
espermatozoides muertos apareceran rosadas, mientras que los espermatozoides vivos
permaneceran sin tefir. Esto debido a que cuando hay dafio en la membrana celular, o si el
espermatozoide estd muerto, puede atravesarlo y tefiirlo mientras que los espermatozoides
observados sin tincién, son espermatozoides que tienen membranas celulares intactas y son
impermeables al colorante. Por lo tanto, es importante realizar la evaluacion de la vitalidad
espermatica en diferentes campos de la muestra a un conteo de espermatozoides realizando

dos lecturas.

Algo muy cierto es que la selecciébn espermética puede mejorar la calidad de los
espermatozoides y aumentar la probabilidad de que se produzca una fertilizacion exitosa;
ademas, el método de criopreservacion utilizado para preservar los espermatozoides también
puede tener un impacto en su viabilidad y capacidad para fertilizar un évulo. Por lo tanto, la
evaluacion de caracteristicas microscépicas como la concentracion, motilidad y vitalidad de
los espermatozoides antes y después del proceso de seleccion espermatica y
criopreservacion puede ser importante para comprender coOmo estos procesos afectan la
calidad y viabilidad de los espermatozoides y, por lo tanto, su capacidad para producir una

fertilizacion exitosa.
4.2.4. Métodos de coleccion de los espermatozoides epididimarios

Los toros que son seleccionados para realizar la coleccidén y congelamiento de semen deben
pasar por un examen clinico completo, ya que estas pruebas son un requisito indispensable
para dicha seleccidn. A través de estas pruebas se pueden detectar posibles enfermedades
contagiosas o0 anomalias que impedirian que la fertilizacién y prefiez sean exitosas. Pero, no
en todos los casos pueden llevarse estos examenes a cabo, como es en el caso de los toros
de matadero mismos que en nuestra region suelen ser enviados por presencia de alguin
problema de salud o anomalias reproductivas. La coleccion de espermatozoides en este caso
suele llevarse a cabo a partir de la diseccion del epididimo y la extraccion de los
espermatozoides de la cola del mismo. Existen varios métodos para la coleccion de semen
bovino a partir de la cola del epididimo, entre las cuales tenemos la técnica de slicing o de
corte y la técnica de flushing o de flujo retrégrado. A continuacion, vamos a describir la técnica

utilizada en el presente estudio de investigacion.

a. Técnicade Flushing
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Esta técnica es conocida también como la técnica por lavado con flujo retrégrado, se realiza
posterior a la diseccion del epididimo, luego se coloca una jeringa en el conducto deferente,
se secciona el epididimo en la unién entre el cuerpo y la cola del epididimo. A continuacion,
se realiza un lavado retrégrado de la cola del epididimo con un diluyente adecuado, al verse
gue se comienza a abultar se realiza un corte para la obtencién de la masa espermatica. Se
debe considerar que en la cabeza del epididimo se da la eliminacién de los fluidos que sobran
del espermatozoide inmaduro, en el cuerpo los espermatozoides empiezan a tener su
capacidad fecundante; mientras que, en la cola se da fundamentalmente el almacenamiento

de espermatozoides maduros (Cuaran y Burbano, 2014).

Aquellos espermatozoides que son obtenidos por esta técnica pueden presentar cierto
porcentaje de inmadurez, y caracterizarse por presenciar un gran nuamero de gotas
citoplasméticas y baja motilidad. Al ser realizada la recoleccién postmortem, el estado de los
espermatozoides suele ser poco eficiente, ya que los mismos, son sensibles a las bajas
cantidades de oxigeno, a la accion de farmacos y a la endotoxemia; por ello, se recomienda
gue la recoleccién de semen postmortem proveniente de animales que han estado enfermos
y han precisado de tratamiento farmacoldgico no se lleve a cabo puesto que dan malos
resultados (Cuaran y Burbano, 2014).

4.2.5. Diluyentes de semen

Se entiende por diluyente seminal, a la solucién acuosa que permite incrementar el volumen
del eyaculado hasta obtener una concentracion de espermatozoides adecuada, y un nimero
de dosis determinada; ademas, tiene como propésito preservar las caracteristicas funcionales
de los espermatozoides y conservar una capacidad fecundante adecuada (Moncayo, 2016).
Segun Farrofian (2021), durante décadas se han venido estudiando diversas soluciones para
diluir el semen, principalmente el de bovinos, los cuales solo permitian conservar
espermatozoides viables por uno a cuatro dias a temperaturas cercanas a los 4 °C; luego,
después de los afos 50 se descubri6 las propiedades conservantes de la yema de huevo, la
cual presentaba la ventaja de disminuir el metabolismo de la célula espermatica y prolongar
su fertilidad a 5 °C.

Al respecto Cruz (2015), menciona que los diluyentes de semen poseen como funcion
principal proteger la integridad de la membrana plasmatica de las células reproductoras,
constituyendo un componente fundamental para la criopreservacion, prolongando la
sobrevivencia y motilidad de los espermatozoides, y por lo tanto la capacidad fecundante
luego de la descongelacion; cabe destacar que, la efectividad de los diluyentes depende de

algunos compuestos basicos que los asemejan al plasma seminal. Los diluyentes de semen
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deben poseer una fuente de energia, un elemento amortiguador que sea capaz de mantener
el balance de pH, una fuente de lipoproteinas para prevenir el choque térmico, entre otros

componentes que garantizan su efectividad.

Segun Cruz (2015), los diluyentes deben ser isotdnicos, deben tener capacidad
amortiguadora, deben proteger a los espermatozoides de las lesiones producidas por el
choque térmico y proporcionar nutrientes para el metabolismo de los espermatozoides.
Ademés de esto, deben controlar el crecimiento microbiano y preservar la vida de los

espermatozoides con un minimo de efecto sobre la fertilidad (Carpio, 2015).
4.3. Métodos de seleccidén espermatica

La seleccidon espermatica es un proceso que ocurre normalmente a lo largo del tracto
reproductivo de la hembra, luego que miles de millones de espermatozoides son depositados
durante la eyaculacion, pero pocos miles llegan al sitio de fecundacién (Morrell y Rodriguez-
Martinez, 2016). Este mecanismo garantiza que solo los espermatozoides funcionalmente
mejor dotados alcancen el sitio donde ocurre la fertilizacion. Existen varias técnicas con las
cuales se pueden seleccionar en el laboratorio, espermatozoides eyaculados o recuperados
de la cola del epididimo. Estos se basan en 1) la migracion espermatica (basado en la
motilidad espermatica), 2) en la filtracion a través de diversos materiales (fibras de vidrio,
perlas de Sephadex, poros de membrana), pero también basada en la motilidad espermatica,
y 3) en la centrifugacion a través de un coloide (basada en la motilidad, morfologia y viabilidad
espermatica, e integridad de la cromatina) (Morrell y Rodriguez-Martinez, 2016). A

continuacion, se expondra los principales métodos de seleccion espermatica.
4.3.1. Migracién espermatica vertical (swim-up)

Jaray Paredes (2021), explican que este método se emplea frecuentemente para la seleccion
de espermatozoides moviles del eyaculado; es decir, la migracién separa la fraccién movil de
la fraccion inmévil. Para llevar a cabo este procedimiento se coloca una muestra en el fondo
de un tubo que contiene medio de cultivo a 37°C, después de un tiempo, los espermatozoides
motiles se desplazan hacia la superficie del tubo, permitiendo asi la separacion de

espermatozoides con morfologia normal y alta motilidad.
4.3.2. Centrifugacion en gradientes de densidad

Benitez et al. (2018) explican que, la centrifugacion en gradientes de densidad es una técnica
gue se utiliza para separar células mediante la sedimentacion y retencion diferencial en un

medio de densidad variable. Las células con superficies equivalentes sedimentan en las
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zonas que tienen densidades similares, de esta forma los gradientes actian como un filtro
para los espermatozoides sin movilidad progresiva o que presentan una cabeza con niveles
de condensacién de la cromatina bajos o bien leucocitos o células epiteliales que pudieran
estar presentes en el eyaculado, los espermatozoides con mejor nivel de compactacion de la

cromatina en su cabeza, se depositan en el fondo del coloide y se seleccionan positivamente.
4.4. Criopreservacion de espermatozoides bovinos

Ribeiro et al. (2014), afirman que la técnica de criopreservacion de semen es una tecnologia
fundamental en la reproduccion, que tiene como objetivo preservar el material genético de
machos de alto valor por un periodo de tiempo indefinido. Esta biotecnologia asociada a la
inseminacion artificial, representa un mecanismo eficiente para la promocién y difusién de
material genético de excelente calidad. Segun Nufiez y Rubio (2015), para la criopreservacion
del semen bovino se inicia con la extraccion del semen a través de métodos como la vagina
artificial, masaje transrectal o electroeyaculador; posteriormente, se evalla la calidad del
semen obtenido y se determina el nUmero de dosis y su respectiva dilucion. Una vez realizada

esta etapa, se procede a la adicion del diluyente o crioprotector.

Segun Moncayo (2016), la criopreservacion de semen constituye una ventaja econémica para
el productor, al reducir los costos de alimentacion y transporte de animales valiosos, asi como
los riesgos de transmision de enfermedades sexuales en el rebafio. Desde la perspectiva de
Cruz (2015), otra de las razones por las cuales la criopreservacion del semen es beneficiosa
para los productores es cuando un toro muere inesperadamente, y a través de esta
biotecnologia se puede preservar su material genético mediante la colecta de
espermatozoides del epididimo. Este es un procedimiento postmortem que se considera una
importante herramienta para la recuperacion de espermatozoides, que luego de recolectados
de la cola del epididimo, pueden ser criopreservados o utilizados de inmediato en la

fecundacion in vitro o en la inyeccién intracitoplasmatica en los ovocitos.

Mejia (2017), comenta que la criopreservacién comprende cinco etapas: la diluciéon y la suma
del crioprotector, el envasado y enfriamiento, la congelacion, el almacenamiento y la
descongelacion o calentamiento, dependiendo del método, lo que hace que haya una relacion
entre la funcion de la membrana y el metabolismo pudiendo que el espermatozoide detenga

su funcion en cada etapa.

Los espermatozoides se procesan y se mezclan con una solucién crioprotectora que protege
las células del dafio causado por el frio (Watson, 2000). A continuacion, los espermatozoides
se enfrian lentamente y se almacenan en nitrégeno liquido a una temperatura de -196 °C

(Mufioz, 2019). Esta técnica de criopreservacion del semen se emplea extensamente para
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preservar los recursos genéticos animales y aprovechar los sementales con caracteristicas
genéticas superiores mediante la inseminacion artificial. La criopreservacion de
espermatozoides bovinos ha permitido la distribucion a nivel mundial de material genético de
toros de élite, mejorando asi la eficiencia en la produccién de carne y leche (Watson, 2000).
Durante el proceso de criopreservacion, el esperma de mamiferos experimenta cambios
bruscos de temperatura, desde la temperatura ambiente hasta la del refrigerador (fase

suprazero) y posteriormente durante la ultracongelacion (fase bajo cero) (Anzar et al., 2019).
4.4.1. Congelacion Convencional

La congelacion convencional es conocida también como congelacién lenta, en este protocolo
los espermatozoides sufren un proceso progresivo de enfriamiento en el lapso de 2 a 4 horas.
Este protocolo se lleva a cabo en 3 pasos, ya sea manualmente o automaticamente. Las
muestras de semen se diluyen en una solucibn que provee los elementos quimicos y
energéticos necesarios para la supervivencia espermatica, y luego se exponen a un
crioprotector permeable de bajo peso molecular, que deshidrata las células y protege al
espermatozoide contra los efectos nocivos de la congelacion (por ejemplo, la formacion de
cristales). Durante la congelacion se favorece la formacion de cristales de hielo debido a los
electrolitos y agua que suelen quedar dentro de ellas, y acusan el mayor dafio fisico-quimico
a los espermatozoides (Villamil y Lombana, 2021). En este protocolo, la velocidad de
enfriamiento es controlado favoreciendo asi la accion del crioprotector que se aplicara para
disminuir los dafios osméticos (Gadea, 2003). Si la velocidad en que la célula se enfria es lo
suficientemente lento la misma va a perder agua a una velocidad suficientemente rapida por
exosmosis, asi los solutos se concentran a tal manera que se elimine el sobre-enfriamiento
intracelular y asi mantener el potencial quimico del agua intracelular en equilibrio con el agua

extracelular (Grotter et al., 2019).
4.4.2. Congelacion ultrarrapida

Consiste en el enfriamiento ultrarrapido, a una velocidad de entre 2000 a 100000 °C/min
dependiendo del volumen a ser criopreservado, con un crioprotector no penetrante, como la
sacarosa. Estos crioprotectores no penetrantes causan la deshidratacién de la célula
incrementando la osmolaridad del liquido extracelular, reduciendo asi la posibilidad de que
se formen cristales en el interior del espermatozoide (O’Brien et al., 2019). Es un método
rapido y sencillo ya que requiere muy poco tiempo comparado con el método convencional,
o congelacién lenta. Ademas, se menciona que el coste de los equipos es bajo y el
procedimiento a aplicar es sencillo (Restreto Betancur et al., 2009). Esté método presenta 3

componentes que influyen en el proceso de congelacién: volumen, velocidad de enfriamiento
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y viscosidad, a menor volumen y mayor velocidad de enfriamiento y viscosidad, se obtiene
mejores resultados de criopreservacion (Viera, 2018). Con esta técnica se formara hielo
externo, manteniendo el contenido de la célula descongelado y sobre-enfriado, esto puede
deberse a que la membrana plasmética bloquea la formacién de cristales en el citoplasma.
Se presenta un potencial quimico diferente entre el agua interior de las células y el agua
exterior, esta diferencia hace que el agua salga de la célula y se congele externamente
(Mazur, 1984).

4.4.3. Vitrificacion

Proafio (2013), explica que la técnica de vitrificacion implica exponer el material biol6gico al
nitrégeno liguido a una temperatura de -196°C, con el objetivo de alcanzar un estado vidrioso
gue preserva las orientaciones moleculares del estado liquido, evitando la formacién de hielo
dentro y fuera de la célula. Como se menciond anteriormente, la vitrificacion es un proceso
de congelacion ultrarrdpida en una mezcla de crioprotectores no penetrantes en muy altas
concentraciones, que a bajas temperaturas aumentan su viscosidad formando un vidrio, sin
formacion de hielo. Previo al proceso de vitrificacibn se debe realizar el proceso de
crioproteccion a través de las distintas soluciones para evitar la formacion de cristales de

hielo, luego se procede a sumergirlo directamente en el nitrégeno liquido a -196°C.
4.5. Crioprotectores

Los agentes crioprotectores son sustancias hidrosolubles y de baja citotoxicidad que
disminuyen el punto eutéctico de una solucion (Gémez, 2019). En concordancia con lo
anterior, el semen bovino sufre diversas formas de lesiones celulares durante el proceso de
congelacion al cual es sometido, estas lesiones son provocadas por la formacion de hielo
intracelular; por tal razén, la composicién del crioprotector de semen podria ayudar a reducir
este dafio, estas sustancias actlian favoreciendo la excrecién de agua fuera de la célula, a

fin de disminuir la formacién intracelular de cristales de hielo.

Para O’Brien et al. (2019), la crioconservacién de espermatozoides bovinos es una técnica
ampliamente utilizada para la conservacion de esta célula reproductiva y su utilizacién en
programas de inseminacion artificial. La calidad del semen después de la descongelacion
depende de la eficacia del crioprotector utilizado durante el proceso de crioconservacion. Los
crioprotectores son sustancias quimicas que protegen a las células contra los dafios
causados por la congelacién y descongelacion. Se han utilizado diferentes tipos de
crioprotectores en la crioconservacion de espermatozoides bovinos, entre los cuales se

incluyen glicerol, etilenglicol, dimetilsulféxido (DMSO), propilenglicol; entre otros.
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Un estudio reciente realizado por Smith et al. (2020), evalué el efecto de diferentes
concentraciones de glicerol y DMSO en la calidad del semen después de la crioconservacion.
Los resultados mostraron que una concentracion del 7,5% de glicerol y 7,5% de DMSO
proporciond una mejor viabilidad y motilidad espermética después de la descongelacion. Por
otro lado, un estudio realizado por Lopez-Uruena et al. (2021), evalu6 el efecto de la adicion
de 4&cido alfa-lipoico (ALA) como agente antioxidante en la crioconservacién de
espermatozoides bovinos. Los resultados indicaron que la adicion de ALA a la solucion
crioprotectora mejord la calidad del semen después de la descongelacion, en términos de

motilidad y viabilidad espermatica.
4.5.1. Crioprotectores penetrantes

Crioprotectores penetrantes como: glicerol, dimetilsulféxido, etilenglicol, formamida, 1,2-
propanodiol, 2,3-butanodiol y propilenglicol, tienen un peso molecular bajo que permite que
entren en las células debido a la diferencia de concentracion; para que puedan afectar el
espermatozoide durante la criopreservacion al cambiar las propiedades fisicas de la solucién
intracelular, regulando la estructura de proteinas y lipidos de la membrana celular, asi como

aumentando fluidez de la membrana (Whaley et al., 2021).

Segun Luzon (2015), entre los crioprotectores utilizados en la crioconservacion de
espermatozoides bovinos, se encuentran los penetrantes, que son sustancias capaces de
penetrar en las células y protegerlas del dafio celular; los crioprotectores penetrantes mas
utilizados son el dimetilsulféxido (DMSO) y el glicerol. EI DMSO ha sido utilizado como
crioprotector en la crioconservacion de espermatozoides bovinos debido a su capacidad para
proteger las células del dafio generado durante la congelacion; ademas, ha demostrado ser
eficaz en la prevenciéon de la formacién de cristales de hielo, los cuales podrian dafar las

células.

Por otro lado, el glicerol también ha sido utilizado como crioprotector en la crioconservaciéon
de espermatozoides bovinos debido a su capacidad para penetrar en las células y protegerlas
del dafio celular (Saabedra, 2018). Ademas, ha demostrado ser eficaz en la prevencion de la
formacion de cristales de hielo y en la disminucién del estrés osmaético generado durante la

descongelacion.
4.5.2. Crioprotectores no penetrantes

Segun Cueva y Moya (2015), los crioprotectores no penetrantes son sustancias de alto peso
molecular, efectivas a velocidades altas de congelacién, son importantes por ejercer su

accion crioprotectora promoviendo la rapida deshidratacion celular y suelen usarse asociadas
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a los agentes penetrantes. Criopreservar espermatozoides bovinos es una técnica muy
comun en la industria ganadera, se han desarrollado diversas técnicas de congelacion y
vitrificacion para conservar el material genético de alta calidad. La utilizacion de

crioprotectores es esencial para el éxito de estas técnicas (Cueva & Moya, 2015).

Segun Behnamifar et al. (2021) se han investigado los crioprotectores no penetrantes, como
la trehalosa y otros azucares, que pueden evitar la toxicidad y el dafio celular durante la
congelacién. Las investigaciones mas recientes sobre criopreservacion de espermatozoides
bovinos sugieren que la utilizacion de crioprotectores no penetrantes mejora la calidad del
semen después de la descongelacién. Un estudio realizado por Torres et al. (2019), compard
el efecto de la trehalosa con el glicerol como crioprotector en la congelacion de semen bovino.
Los resultados mostraron que el uso de trehalosa mejor6 significativamente la motilidad y la
viabilidad de los espermatozoides después de la descongelacion.

Otro estudio realizado por Ratto et al. (2018), en donde se investigo el efecto de los azUcares
como crioprotectores no penetrantes concluyeron que, los espermatozoides congelados con
azucares tuvieron una mejor calidad que los congelados con glicerol. Se puede decir
entonces que la utilizacién de crioprotectores no penetrantes puede mejorar la calidad del

semen después de la descongelacion en comparacion con los penetrantes.
4.6. Efectos de lacriopreservacion en los espermatozoides

“El uso de crioprotectores reduce los efectos perjudiciales de la congelacion y descongelaciéon
sobre los espermatozoides, ya que los protege del choque térmico, el estrés osmatico y las
alteraciones en la fluidez y la permeabilidad de la membrana” (Pérez et al., 2021, p.2). Por
otro lado Calle (2020), sefiala que la criopreservacion del semen bovino puede ocasionar
dafios irreversibles en las membranas de los espermatozoides, tales como la expansiéon y
alteracion de las membranas plasmaticas y del acrosoma, cambios en el medio osmético,
alteracion del mecanismo de calcio y cambios en la actividad enzimatica. En este mismo
sentido, la capacitacion espermatica, la reaccion acrosémica y la posterior union de los
espermatozoides al ovocito, requieren de una actividad de membrana bioguimicamente

activa.

Al respecto Elgueta (2018) comenta que, la calidad del semen congelado-descongelado
depende de la capacidad de los espermatozoides de resistir estos procedimientos sin perder
sus funciones principales. Es preciso aclarar que durante los procesos de criopreservacion
se producen dafios letales y subletales en los espermatozoides similares a la apoptosis que
afectan a la viabilidad e integridad de los espermatozoides y por lo tanto a su vida media y

capacidad fecundante. Para Elgueta (2018), los dafios sufridos durante la criopreservacion

Kelly Estefania Delgado Arcentales - Angie Celine Morocho Idrovo



28

seminal han sido clasificados por varios autores segun su origen en dafios a los cambios de

temperatura, de osmolaridad o a la accion de agentes oxidantes.
4.6.1. Estrés oxidativo

Pérez (2020) explica que, la membrana de los espermatozoides de los rumiantes tiene una
baja proporcién de colesterol y fosfolipidos en comparacion con otras especies, lo que hace
gue sean mas propensos a la peroxidacion lipidica y, por lo tanto, a sufrir estrés oxidativo
durante el almacenamiento a largo plazo en condiciones aerdbicas. Debido a la
susceptibilidad a la peroxidacion de fosfolipidos, se producen radicales libres denominados
especies reactivas de oxigeno (ROS) de forma desequilibrada, que afectan la capacidad de
fertilizacion. La produccion de ROS se da tanto por el proceso de criopreservacién como
también por la baja reserva de antioxidantes que puedan neutralizar estos radicales libres, lo

gue no permite tolerar las tensiones oxidativas que se formaron durante la criopreservacion.

Las especies reactivas de oxigeno dafian la fluidez de la membrana, la integridad de la
cromatinay la cinética del espermatozoide. Por lo tanto, el estrés oxidativo se considera como
un estado de desequilibrio que se origina en el cuerpo y la excesiva produccion de ROS
derriba las defensas antioxidantes, donde se desencadenan alteraciones como las
deformidades espermaticas al obstaculizarse la espermatogénesis, deterioro de la
funcionalidad del espermatozoide y finalmente la infertilidad (Valverde, 2016).

En términos de estructura, se ha demostrado que el estrés oxidativo puede provocar dafio en
el ADN de las células y afectar la integridad de la membrana plasmatica (Durairajanayagam
et al., 2015). El estrés oxidativo puede también disminuir la motilidad y capacidad fecundante
de los espermatozoides, lo que afecta directamente la tasa de fertilizacion y el éxito

reproductivo (Grotter et al., 2019).
4.6.2. Estrés térmico

La congelacion y descongelacion de los espermatozoides provoca un choque térmico, mismo
gue reduce el porcentaje de espermatozoides moviles y su produccion de energia; ademas,
hay un aumento de la permeabilidad de la membrana celular, una alteracion de la
permeabilidad selectiva de las membranas de los espermatozoides reduce la motilidad de los
espermatozoides, disminuye la produccion de energia, cambia la composicion de los lipidos

de la membrana y afecta los comportamientos dindmicos de la membrana (Papa et al., 2015).
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4.6.3. Estrés osmatico

Al no existir una correcta velocidad de congelacidén durante el protocolo de criopreservacion,
el estrés osmotico de los espermatozoides aumenta. Este efecto negativo de la
criopreservacion se da por el enfriamiento por debajo del punto de congelacion, cuando los
cristales de hielo se nuclean y el agua se cristaliza. A su vez, los solutos permanecen
disueltos en la fraccion no congelada y por ende la presion osmotica aumenta (Stornelli et al.,
2005). El estrés osmatico puede producir variaciones en las membranas y en los microttbulos
de los espermatozoides; ademas, de ocasionar dafios morfolégicos en la cabeza de los

mismos (O’Brien et al., 2019).
4.6.4. Apoptosis

Segun Alanis (2020), asegura que la apoptosis es un proceso natural que regula la estabilidad
de los tejidos, la respuesta inmune y el desarrollo embrionario, el cual se distingue por
cambios celulares como la condensaciéon de la cromatina, la fragmentacién nuclear y la
creacion de cuerpos apoptoéticos. Durante eventos tempranos de la apoptosis, en la
membrana celular ocurre la traslocacion de la fosfatidilserina, de la parte citoplasmética hacia
la parte externa, esta actlia como sefial para que la célula apoptética sea reconocida por los
macréfagos y eliminada por los fagocitos, por lo que no provoca respuesta inflamatoria. Por
otra parte, se ha descrito que la criopreservacion del semen bovino induce fenébmenos
caracteristicos de la apoptosis, como son la disminuciéon del potencial de membrana
mitocondrial, la activacion de las caspasas y el aumento de la permeabilidad de la membrana,

los cuales estarian implicadas en la disminucion de la movilidad celular.

Desde la perspectiva de Saravia et al. (2017), la apoptosis es un proceso de muerte celular
programada que puede ocurrir en espermatozoides durante la criopreservacion, este proceso

es regulado por varios factores y puede tener efectos negativos en la calidad espermaética.

En este sentido Zhao et al. (2020), aseguran que la apoptosis se puede evaluar mediante
técnicas como la deteccién de la actividad de las caspasas, la expresion de proteinas
relacionadas con la apoptosis y la observacion de cambios morfolégicos en los
espermatozoides. Ademas, se ha observado que la criopreservacion reduce la integridad de
la membrana plasmatica y del acrosoma en los espermatozoides bovinos, lo que también
indica la presencia de apoptosis (Tvrda et al.,, 2018). Estos cambios pueden afectar la

capacidad de los espermatozoides para fecundar el 6vulo y, por lo tanto, reducir la fertilidad.
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4.7. Integridad de la membrana plasmatica

Cabrera y Pantoja (2012) comentan que, la integridad de la membrana plasmatica refleja la
viabilidad espermatica y el proceso de criopreservacion podria afectarla ocasionando dafios
como hinchamiento y disrupcién de la misma, cambios en la fluidez, alteracion del flujo de
calcio y cambios en la actividad enzimatica que pueden inducir una capacitacion espermatica
anticipada, viéndose afectada la fertilidad. Esto quiere decir que, la integridad de la membrana
plasmética es un parametro crucial para evaluar la calidad espermatica. Durante la
criopreservacion, los espermatozoides experimentan cambios que afectan su estructura y
funcion. La integridad de la membrana plasmética se puede medir mediante el uso de sondas
fluorescentes, como la YO-PRO-1 y el yoduro de propidio. La YO-PRO-1 se une a los
espermatozoides con membranas intactas, mientras que el yoduro de propidio se une a los

espermatozoides con membranas dafiadas (Johnson et al., 2019).

Existen estudios que han evaluado la integridad de la membrana plasmatica en
espermatozoides bovinos después de la criopreservacion. Por ejemplo, un estudio encontré
que la vitrificacibn de espermatozoides bovinos resulté en una mayor integridad de la
membrana plasmatica en comparacion con la congelacion lenta (Zhao et al., 2020). Es
importante tener en cuenta que la integridad de la membrana plasmatica no siempre se
correlaciona con la capacidad de fecundacion de los espermatozoides después de la
criopreservacion; por lo tanto, se deben utilizar multiples parametros de evaluacion de la
calidad espermatica para determinar la viabilidad de los espermatozoides después de la

criopreservacion.
4.8. Integridad del ADN

De acuerdo con Machorro et al. (2018), la integridad del ADN espermatico es un parametro
ideal para evaluar la calidad seminal y un predictor del potencial de fertilidad. Se ha
demostrado a través de estudios en espermatozoides bovinos que uno de los cambios
observados mas importantes en el proceso de criopreservacion es el dafio del ADN
espermatico, incluso existen evidencias que el dafio del ADN espermatico tiene una
correlacion positiva con mayores niveles de ROS. Al respecto Zambrano y Moreira (2022),

comentan que:

La criopreservacion de espermatozoides es una técnica comunmente utilizada en la
industria ganadera para preservar la genética de los animales. Sin embargo, durante
este proceso se pueden producir dafios en el ADN de los espermatozoides debido a

la exposicion a temperaturas extremas y a sustancias crioprotectoras.
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Desde el enfoque de (Nag et al., 2021), la integridad del ADN espermético es un factor crucial
para la fertilidad y el éxito reproductivo. La evaluacion de la integridad del ADN se puede
realizar mediante técnicas como el ensayo de fragmentacion del ADN espermético (SDF) y
la tincion con Hoechst (Cueva Hurtado, 2018). Varios estudios han demostrado que la
criopreservacion de espermatozoides bovinos puede tener efectos negativos en la integridad
del ADN. Por ejemplo, se ha observado un aumento en el dafio del ADN espermatico después
de la congelacion lenta en comparacion con la ultrarrapida. Ademas, se ha encontrado que
la adicion de ciertos crioprotectores puede aumentar el dafio del ADN espermatico (Garcia,
2016; Zambrano y Moreira, 2022).

En relacién a lo anteriormente expresado, la integridad del ADN espermatico también puede
verse afectada por factores ambientales como el estrés térmico. Se ha demostrado que el
estrés térmico puede provocar dafio en el ADN espermatico (Sabés-Alsina et al., 2019).
Ademas, puede afectarse también por estrés oxidativo, mismo que puede provocar
fragmentacion del ADN(Bollwein & Bittner, 2018). Lo que en términos generales significa que
la integridad del ADN espermético es un parametro importante a tener en cuenta al evaluar
la calidad de los espermatozoides post-criopreservacion y por esta razon, es necesario seguir
investigando en esta area para mejorar las técnicas de criopreservacion y garantizar la

calidad y la fertilidad de los espermatozoides bovinos criopreservados.
4.8.1. Naranja de acridina

Moreno y Murillo (2001), definen a la naranja de Acridina como una tincién cuyo colorante es
un fluorocromo que se une en forma diferencial al ADN y ARN, de manera que constituye un
auxiliar excelente para evidenciar la presencia de microorganismos. La naranja de acridina
se trata de un colorante especialmente Util para la deteccién rapida por microscopia de
fluorescencia, de microorganismos en muestras normalmente estériles como sangre y LCR;
donde pueden encontrarse escasos gérmenes o para aquellos extendidos con abundante
material proteico, a efectos de establecer un buen contraste con la coloracién de fondo lo cual

facilita la diferenciacion (Mufioz, 2019).

El procedimiento de evaluacion por citometria de flujo de la cromatina espermatica (SCSA),
utiliza el fluorocromo metacromatico naranja de acridina, y evalla la susceptibilidad a la
desnaturalizacion de la cromatina de los espermatozoides tratados. Al respecto Dominguez
(2021), explica que la naranja de acridina es una tincion capaz de intercalarse en los acidos
nucleicos que presenta propiedades metacromaticas, de manera que dependiendo de a lo
gue esté unido y de las condiciones de pH en las que se encuentre, es capaz de emitir luz en

diferentes longitudes de onda. Asi, cuando se une al ADN de doble cadena emite
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fluorescencia verde, mientras que cuando entra en compartimentos acidicos como el

lisosoma, debido a los niveles de pH tan bajos, emite luz naranja.

Segun Liu et al. (2021), la técnica de naranja de acridina se basa en la union del colorante a
la cromatina del nacleo del espermatozoide. Los espermatozoides vivos presentan una
membrana celular intacta y una carga de ADN nuclear normal, lo que les permite excluir la
naranja de acridina; por otro lado, los espermatozoides muertos presentan una alteracion en
la membrana celular que permite la entrada de la sustancia, el cual se une a la cromatina,

generando una fluorescencia roja.
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En la investigacion se utilizaron diferentes materiales, entre ellos biol6gicos, reactivos, equipos, instrumentos y materiales desechables que se

describen en la Tabla 1.

Tabla 1

Recursos Materiales

fluoresceina
conjugado con
aglutinina de mani
SpermBlue
Fijador de Carnoy

Metanol

calentamiento

Pinzas de

diseccion

Bioldgicos Reactivos Equipos Instrumentos Material Fungible
- 30 testiculos de 15 TCG: (Tris, acido Bafio Maria 1 platina térmica | - Guantes de nitrilo

toros faenados en citrico y glucosa) 1 balanza 1 cadmara de |- Mascarillas

camal Yema de Huevo analitica Neubauer - Papel secante
Percoll 1 microscopio Pipetas - Jeringas (1 mly 10ml)
Yoduro de HOST test graduables - 1 paquete de 500
propidio Equipo CASA 1 termémetro | pajuelas de 0,25 ml
Isotiocianato  de Rampa de para pajuelas - Puntas de pipetas

descartables

- 9 cajas de cubreaobjetos
- 6 cajas de portaobjetos
- Tubos Falcon

- Tubos eppendorfs
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5.2. Areade estudio

El estudio tuvo lugar en el laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccién Animal de la
Universidad de Cuenca, que se encuentra ubicado en la parroquia Victoria del Portete, a 22
km de la ciudad de Cuenca. La granja mencionada esta ubicada a una altitud de 2700 msnm
en las siguientes coordenadas X:714648 m y Y:9656762 m; area en la que predomina una

precipitacién media anual de 789 mm y una temperatura anual que oscila entre los 10 a 15°C.
Figura 1

Ubicacion de la granja “Irquis” de la Universidad de Cuenca

5.3. Disefio experimental

Se aplico un disefio factorial de 2 X 2, que incluyé el método de criopreservacion (congelacion
convencional lenta y congelacion ultrarrapida) y la seleccién espermatica (espermatozoides
sin seleccionar y seleccionados en gradientes de densidad de Percoll). En el estudio se
utilizaron 15 pools de espermatozoides epididimarios bovinos asignados al azar de 30
testiculos de toro recuperados post mortem (2 testiculos/pool). Cada muestra agrupada fue
dividida en dos grandes alicuotas, una para ser criopreservada mediante congelacion lenta
(CL) y la otra mediante congelacion ultrarrapida (CU). Cada alicuota fue diluida en TCG (tris,
acido citrico y glucosa) y yema de huevo (YH; 6%, v/v). La mitad de cada alicuota fue
seleccionada mediante centrifugacion de gradientes de densidad a 300 x g por 20 minutos
(200 pL de Percoll al 40% y al 80%) antes de la criopreservacion, y el pellet fue resuspendido
en el mismo medio TCG+YH con el respectivo crioprotector (5% de glicerol en CL y 100 mM
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de sacarosa en CU), mientras que las muestras de la otra mitad fueron directamente
criopreservadas. De acuerdo a la combinacién de los dos factores de estudio (método de
congelacién y seleccidn espermatica), en la Tabla 2 se muestran los tratamientos que fueron
sujetos a evaluacién. Se evaluaron en total 90 pajuelas, 6 pajuelas por pool y 30 criotubos, es

decir 2 criotubos por pool con pellets de 0,5 um.
Tabla 2

Tratamientos a ser evaluados de acuerdo a la aplicacién o no de seleccién espermética y al

método de criopreservacion

Seleccion / No seleccién Congelacién Congelacién
espermética convencional ultrarrapida
Sin seleccion T1 — Sin seleccién T3 — Sin Seleccién
Con Seleccién T2 — Con Seleccion T4 — Con Seleccién

5.3.1. Obtencién de testiculos

Los testiculos fueron recolectados aleatoriamente de bovinos faenados en el camal municipal
de Cuenca (EMURPLAG), aparentemente sanos, adultos y sexualmente maduros. Fueron
transportados al laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion Animal de la granja de Irquis

en recipientes aislantes (enfriador), en un lapso de 2 a 3 horas a temperatura ambiente.
5.3.2. Coleccién y evaluacion de las muestras espermaticas

Los epididimos fueron removidos de los testiculos y los espermatozoides fueron recuperados
por flujo retrégrado (Cuaran y Burbano, 2014), administrando 1 ml de TCG y 6% de yema de
huevo (Tabla 3). Cada muestra fue colectada en un tubo Eppendorf de 1,5 ml y sometida a
una evaluacién para determinar la motilidad, con el objetivo de determinar si la muestra era
apta o no para continuar con la dilucion y el respectivo protocolo de criopreservacion. Se
calculé el volumen de cada pool y la concentracion espermatica mediante el uso del

espectrofotémetro.
Tabla 3

Composicion del diluyente TCG

Reactivo Cantidad
Tris 114¢g
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Acido citrico 6,6 ¢
Glucosa 189
Penicilina 240 mg
Estreptomicina 300 mg
Agua milli Q 300 ml

pH: 6,8 a 7,2. Osmolaridad: 310 a 340 mOsmol/kg
5.3.3. Dilucion de las muestras y tratamientos

Antes de la conformacion de los cuatro tratamientos, las muestras epididimarias de cada uno
de los Pools, se evaluaron la concentracion y la motilidad. Luego, para el tratamiento T1:
Congelacion convencional sin seleccién, la muestra fue diluida en diluyente TCG + 6% YH, a
una concentracién final de 100 millones espermatozoides/ ml; asimismo, para el tratamiento
T3: Congelacion ultrarrapida sin seleccion, la concentracién final se ajusté a 50 millones

espermatozoides/ml.

El volumen total restante de cada pool se dividié en dos partes iguales y fue asignado a los
tratamientos cuyas muestras posteriormente fueron seleccionadas (T2: Congelacion
convencional con seleccion y T4: Congelacion ultrarrdpida con seleccion). A continuacion, el
contenido de cada una de estas muestras espermaticas epididimarias se colocd en un
volumen de 200 pl sobre cada uno de los tubos que contenian los gradientes de densidad de
Percoll, hasta agotar todo el volumen asignado para dicho tratamiento, tal como se indica a

continuacion.
5.3.4. Seleccion espermaética

Para este procedimiento, se preparé en varios tubos Eppendorf de 1,5 ml, dos gradientes de
200 pl de diferente densidad de Percoll a concentraciones de 40% y 80% respectivamente,
diluida en Bovipure TM (Nicadon). Finalmente, se agregd sobre el gradiente de Percoll del
40%, un volumen de 200 pl de solucién espermatica epididimaria a temperatura ambiente.
Inmediatamente, los tubos fueron centrifugados a 300 x g durante 20 minutos y luego de ello,
el pellet remanente de cada uno de los tubos preparados, para la seleccién de cada uno de
los tratamientos fue resuspendido en un Unico volumen final de 1ml de solucion TCG + 6% de

yema de huevo, para su posterior congelacion.

Asimismo, los tratamientos que fueron sometidos a seleccién, nuevamente se evaluo la
concentracion espermética. Posteriormente, los datos fueron tabulados en Excel y se aplico
las férmulas de porcentaje por tratamiento con seleccién espermatica por pool, posteriormente

se calcul6 el promedio general del porcentaje de recuperacion espermatica tanto para el
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Tratamiento 2 (Congelaciéon Lenta con Seleccién espermética) como para el Tratamiento 4

(Congelacién Ultrarrpida con Seleccion espermatica).
5.3.5. Protocolos de criopreservacion

Como métodos de criopreservacion se utilizaron la congelacién ultrarrapida y la congelacion
lenta, tal como se describe a continuacion. Después de haber criopreservado y almacenado
las muestras por al menos 30 dias, el proceso se revirti6 mediante calentamiento y
descongelacion respectivamente. Las muestras calentadas y descongeladas fueron

sometidas a varios analisis posteriores.
a. Congelacion Lenta

Las muestras sin seleccionar y seleccionadas de la primera alicuota se diluyeron en la fraccion
1 que estd conformada por TCG + 6% de YH, a una concentraciéon de 200 x 10°
espermatozoides/ml. Posteriormente la fraccién 1 se mezclé con la fraccion 2 (TCG + 6% de
YH + 5% glicerol) (Tabla 4). Después, la fraccion 1 se combiné con la fraccion 2, que es una
mezcla de TCG, un 6% de YH y un 5% de glicerol (como se muestra en la Tabla 4). Ambas
fracciones se mezclaron en proporciones iguales, lo que resultdé en una solucién final con una
concentracion de 100 x 108 espermatozoides por mililitro. Las muestras diluidas se colocaron
en refrigeracion durante 120 minutos a una temperatura de 5°C. Luego, se cargaron en
pajuelas de 0,25 ml que previamente habian sido enfriadas a 5°C. La congelacién se realizé
en vapores de NL;, colocando las pajuelas en una rampa a 4 cm sobre la superficie de NL;
durante 10 minutos, y luego se sumergieron inmediatamente en NL; para continuar el proceso

de congelacion.
b. Congelacion Ultrarrapida

Las muestras sin seleccionar y seleccionadas de la segunda alicuota fueron diluidas en la
fraccion 1, compuesta de TCG + 6% de YH, a una concentracién ajustada de 100 x 10°
espermatozoides/ml. La primera fraccion se mezclé progresivamente con la fraccion 2 (Tabla
4), conformada por TCG + 6% de YH + 100 mM de sacarosa, para obtener una solucion final
con una concentracién de 50 x 10° espermatozoides/ml. Las muestras diluidas se refrigeraron
por 30 minutos a 5°C. La congelacion ultrarrapida se llevé a cabo sumergiendo gotas de
aproximadamente 30 pl de la solucion de vitrificacion en nitrégeno liquido (NL), contenido en
una caja de poliestireno. Los pellets de muestras se almacenaron en criotubos de 2 ml. El
calentamiento se realizé en un dispositivo de calentamiento de elaboracién artesanal a una

temperatura entre 62 y 65°C.
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Tabla 4

Diluyentes de Congelacion Lenta y Congelacién Ultrarrapida

Reactivo Cantidad
Fraccion 1 para ambos métodos de
criopreservacion

TCG 94 ml
Yema de huevo* inactivada a 56°C por 30 6 ml (v/v)
min.
Fraccién 2 de congelacion lenta
Fraccién 1 95 ml
Glicerol 5 ml (v/v)
Fraccion 2 de congelacién ultrarrapida
Fraccion 1 100 ml
Sacarosa 100 mM (MW:342,3

g/mol) = 3,423 g

*Centrifugada a 4000 x g por 10 min y eliminado el pellet

5.3.6. Anélisis de calidad espermatica

Las muestras de espermatozoides epididimarios fueron sujetas a varias evaluaciones antes y

después de la criopreservacién para determinar sus caracteristicas y calidad.
a. Cinética espermatica

Se llevé a cabo mediante el uso del sistema de analisis espermatico computarizado CASA
(Sperm Class Analyzer, SCA-Evolution® 2018, v.6.0 software, Microptic S.l., Barcelona,
Espafia) acoplado a un microscopio de contraste de fase Nikon (Nikon Eclipse 50i; Nikon
Instruments Inc., New York, USA). Siguiendo el procedimiento indicado por Galarza et al.
(2018), se analizaron las siguientes variables: porcentaje de motilidad total (MT), porcentaje
de motilidad progresiva (MP), velocidad curvilinea (VCL, um/s), velocidad rectilinea (VSL,
um/s), velocidad promedio (VAP, um/s), linealidad (LIN, %), Rectitud (STR, %), Oscilacion
(WOB, %), frecuencia de batido de flagelo (BCF, Hz), y amplitud del movimiento lateral de la

cabeza (ALH, pum).
b. Integridad de las membranas espermaticas

Este procedimiento se realiz6 mediante la exposicion de los espermatozoides epididimarios a
dos tinciones fluorescentes: yoduro de propidio e isotiocianato de fluoresceina conjugado con
aglutinina de mani (Arachis hypogaea) (PNA-FITC). Para ello se sigui6 el procedimiento
indicado por Galarza et al. (2018). El estado de las membranas esperméticas se determind

utilizando un microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse E200 (epifluorescencia D-FL;
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Nikon Instruments Inc., New York, USA. Los resultados se expresaron en porcentaje de
espermatozoides con membrana plasmatica intacta y acrosoma intacto (IPIA, %), con
membrana plasmatica intacta y acrosoma dafiado (IPDA, %); con membrana plasmatica
dafiada y acrosoma intacto (DPIA, %); y con ambas membranas espermaticas dafiadas
(DPDA, %).

c. Morfometria espermatica

Se midi6 la longitud, ancho, area, perimetro, elipticidad, elongacién, rugosidad y regularidad
de la cabeza de los espermatozoides, asi como también el ancho, area, angulo de insercion
de la pieza intermedia y el porcentaje de acrosomas normales, usando el mddulo de
morfometria del sistema CASA. Se realizaron frotis de muestras espermaticas que se tifieron
con SpermBlue (Microptic, Barcelona, Espafia) durante 10 minutos. Los extendidos fueron
examinados con un microscopio de contraste fase acoplado al sistema CASA a una
magnificaciéon de 40 x.

d. Integridad del ADN

La integridad del ADN equivalente a la estabilidad de la cromatina del nucleo espermético se
evalud segun el protocolo indicado por Martins et al. (2007), con algunas modificaciones. Se
tomaron 10 uL de las muestras criopreservadas y se realizaron un frotis en un portaobjetos
rotulado. Estos se dejaron secar y se fijaron por al menos 12 horas en una solucion fijadora
PBS (o solucién de Carnoy), y una mezcla de metanol (o acido acético) en proporcion 3:1. Los
frotis se secaron al aire y se incubaron en solucién de tampdn (80 mmol/L de &cido citrico y
15 mmol/L de Na2HPO4, pH 2,5) a 75 °C durante 5 min para probar la estabilidad de la
cromatina. Posteriormente, se tifieron con el fluorocromo naranja de acridina (0,2 mg/ml). Los
frotis se lavaron con agua bidestilada 1 o 2 veces por 2 segundos. Estando ain hiumedas, se
cubrieron con cubreobjetos y se evaluaron con un microscopio de epifluorescencia (excitacion:
de 490/530 nm). Se analizaron 100 células en cada portaobjetos de tratamiento. Los
espermatozoides con contenido normal de ADN presentaron fluorescencia verde, mientras
que los que tengan ADN anormal emitieron fluorescencia en un espectro entre el amarillo
verdoso al rojo naranja. El porcentaje de espermatozoides con cromatina intacta se calculd
dividiendo el numero de espermatozoides tefiidos de verde entre el numero total de

espermatozoides, multiplicado por 100.
5.4. Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante el programa estadistico SAS (SAS; Version 9.3; SAS

Institute, Inc., Cary, NC, USA). La normalidad de los datos se analiz6 mediante la prueba
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Shapiro Wilk. En los casos en los que no se cumplié el principio de normalidad, las variables
porcentuales (proporcion de espermatozoides con alteracion o no de las membranas
espermaticas; proporcion de espermatozoides con la cromatina integra) fueron transformadas
al Arcoseno y las numéricas (variables cinéticas y de morfometria espermatica) al Logaritmo
10, cumpliendo asi los supuestos de normalidad. Los efectos de la seleccion espermética y
del método de criopreservaciéon y su interaccion fueron analizados mediante el andlisis de
varianza en un arreglo factorial 2 x 2 con el procedimiento modelo lineal general. Las
diferencias entre medias fueron analizadas con la prueba de los minimos cuadrados
(LSmean). Los datos fueron expresados en media £+ SEM (error estandar de la media). Las
diferencias se consideraron altamente significativas cuando P < 0.01 y significativas cuando
P <0.05.
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6. RESULTADOS

Se observé una interaccién significativa entre método de congelacion (en este caso efecto del
crioprotector en las muestras diluidas-frescas) y la seleccion espermatica Unicamente en las
variables MP (P = 0,0335), WOB (P = 0,00003) y ALH (P = 0,0223) (Tabla 5). Segun los
hallazgos, la adicion del crioprotector a las muestras que posteriormente fueron
criopreservadas mediante congelacion lenta o ultrarrapida afectaron la cinética espermatica,
dado que, en la mayoria de los casos, estas variables fueron significativamente mejores en
las muestras diluidas con TCG + 6% de YH + 5% glicerol que en las diluidas en TCG + 6% de
YH + 100 mM sacarosa. Con excepcion de la MT y MP, y del WOB y ALH, las demas variables
cinéticas fueron influenciadas por la seleccion espermatica; es decir, en general, estas
caracteristicas cinéticas fueron mejores en las muestras seleccionadas con Percoll que en las

no seleccionadas.
Tabla b

Efecto de la seleccibn espermatica y los medios de congelacion lenta y congelacion
ultrarrapida antes de la criopreservacion sobre las variables cinéticas en muestras diluidas-

frescas de espermatozoides epididimarios bovinos (Media + E.E.)

Método de congelacion Valor

ir;itrlfnaética ; - Lenta - . L.J!trarrépida - d: la
sin seleccion con seleccién sin seleccion con seleccién
(n=15) (n=15) (n=15) (n=15) Interac.

MT (%) 945+2,0a¢ 932+182a¢ 775+6,3%¢ 86,0+45¢ ns
MP (%) 53,4+54° 51,7+5,0°¢ 21,6 +3,1¢ 37,8+3,7° *
VCL (pum/s) 79,6 +4,8°°9 83,7+4,0%¢ 59,8 +3,2f 75,1+4,4°9 ns
VAP (um/s) 40,3+2,3a¢ 451+23¢2 329+15° 39,4+22° ns
VSL (um/s) 275+2,134 320+18%2 18,1+0,9° 24,8+ 1,6 ns
STR (%) 656+16° 67,8+16° 54,1+1,0¢° 59,8+ 1,3 ns
LIN (%) 354+1,29] 38,7+1,3" 32,4+0,6" 336+1,1! ns
WOB (%) 52,4+ 0,7 55,2+0,9km 59,2+1,1' 547+09™M *
ALH (um) 3,8+0,2™P 3,6+01™P 32+0,1° 36+0,1° *
BCF (Hz) 82+05P 9,2+0,3¢ 46+0,1" 6,7+0,4° ns

Interac.: interaccion entre el método de congelacion y la seleccion espermatica: ns: no significativa; * P
< 0,05; ** P<0,01.

Letras diferentes entre valores de la misma linea difieren; . *-g.ab, ad, ¢, df hi, b, kel Im. p-s,r-s P < 0,01; ¢4
ef, [, prarps P < 0’0001; c-e, b-c, a-c, g-h, g-i, j-k, m-0, 0-p, p- P < 0’05;

MT: motilidad total; MP: motilidad espermatica progresiva; VCL: velocidad curvilinea; VAP: velocidad
de trayectoria media; VSL: velocidad en linea recta; STR: rectitud; LIN: linealidad; WOB: bamboleo;
ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza; BCF: frecuencia de cruce de batido.
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Luego de congelacién y descongelacion, se observé efecto de la interaccion entre el método
de congelacién y la seleccidn espermatica en las variables MT (P = 0,0361), MP (P = 0,0146),
VAP (P = 0,0010), VSL (P = 0,0052), ALH (P = 0,0128) y BCF (P = 0,0361) (Tabla 6). La
evaluacién de la cinética espermatica muestra que el método de congelacién afect6 la MT,
MP, ALH y BCF (Tabla 6). En la mayoria de los casos, las muestras criopreservadas mediante
congelacién lenta mostraron mejores caracteristicas cinéticas que las de congelacion
ultrarrpida, aunque en algunas de ellas las diferencias fueron no significativas. Por otro lado,
la seleccién con Percoll mejoré la cinética de los espermatozoides en las variables MT, MP,
VAP, VSL, LIN, WOB y BCF (Tabla 6). En la mayoria de estas variables cinéticas el efecto de
la seleccion espermética fue altamente significativo, y la comparacion de medias entre las
muestras seleccionadas o no, dentro de un mismo método de congelacion, mostraron
diferencias altamente significativas solo en las criopreservadas mediante congelacion lenta.
Es importante notar que la magnitud de la diferencia entre las muestras seleccionadas o no,
fue notablemente mayor en las criopreservadas con congelacion lenta que con congelacion

ultrarrapida.
Tabla 6

Efecto de la seleccion espermatica y del método de congelacion y sobre las variables cinéticas

en muestras post — criopreservacion de espermatozoides epididimarios bovinos (Media #E.E.)

Método de congelacion Valor

ir;itrlrilaética Lenta Ultrarrapida d:Ia
sin seleccion con seleccién sin seleccion con seleccion
(n=45) (n=45) (n=45) (n=45) Interac.

MT (%) 55,1+4,1°2 68,8 +3,2° 23,1+23° 26,0+2,2¢ *
MP (%) 28,2+3,32 37,8+28° 9,1+1,0¢¢ 9,7+0,8¢ *
VCL (um/s) 52,1+1,8¢ 60,0+2,0"%" 594+2009%h 57,4+2,0" *
VAP (um/s) 26,6 +0,9 ¢ 31,9+12%¢"  30,5+1,09h 30,1+0,8" *
VSL (um/s) 18,3+0,7 ¢ 228+10"¢" 21,3+0,99" 21,3+0,8"N *
STR (%) 63,9+052 65,3+0,82 64,2+0,92 65,2+0,92 ns
LIN (%) 349+06"" 372+09"k 36,0+0,9)k 37,7+1,2¢ ns
WOB (%) 522+0,6"" 541+08"k 536+0,9k 55,1+ 1,0 ns
ALH (um) 2,5+0,07k 2,7+0,07"" 2,8+0,09™" 27+0,08" *
BCF (Hz). 6,2+0,2"P% 73+0,2° 57+0,2P 6,1+0,24 *

Interac.: interaccién entre el método de congelacion y la seleccion espermética: ns: no significativa; *
P<0,05; ** P<0,01.

Letras diferentes entre valores de la misma linea difieren: &P a¢. ad, b-c,b-d, n-0,0-p,0-9 P < 0,0001; ¢-d- d-h. h-k,
kP <0,05; ¢fdg km P < 0,01
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MT: motilidad total; MP: motilidad espermatica progresiva; VCL: velocidad curvilinea; VAP: velocidad
de trayectoria media; VSL: velocidad en linea recta; STR: rectitud; LIN: linealidad; WOB: bamboleo;
ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza; BCF: frecuencia de cruce de batido.

La evaluacion de la integridad de las membranas plasmatica y acrosomal de espermatozoides
epididimarios bovinos mostré un efecto de la interaccion entre el método de congelacién y la
seleccidn espermética Unicamente en las variables DPDA (P < 0,0206) e integridad de la
membrana acrosomal (P < 0,0163) (Tabla 7). Por otro lado, el método de congelacion influyd
en la IPIA, IPDA y DPDA, asi como también en la integridad de la membrana plasmética y
acrosomal, pero no asi en la DPIA. Se observa que las muestras criopreservadas mediante
congelacién lenta mostraron mejores caracteristicas de integridad de membranas (>IPIA y
<DPDA) que las de congelacion ultrarrapida. La integridad de las membranas plasmatica y
acrosomal fue proporcionalmente mayor en las muestras criopreservadas mediante
congelacién lenta que congelacion ultrarrapida. Por otro lado, la seleccién espermatica influyé
en gran medida en la IPIA, DPDAYy en la integridad de las membranas plasmatica y acrosomal.
En ambos métodos de criopreservacion, la seleccion espermatica mejoro la integridad de las

membranas.
Tabla 7

Efecto de la seleccion espermética y del método de congelacion sobre la integridad de las
membranas plasmatica y acrosomal en muestras post-criopreservacion de espermatozoides

epididimarios bovinos (Media # E.E.)

Método de congelacion Valor
-\/ariat-)les de Lenta Ultrarrapida P
integridad de sin seleccion con seleccién sin seleccion con seleccién dela
membrana (n=45) (n=45) (n=45) (n=45) Interac
1Subpaoblac. esp.
IPIA (%) 52,2+2,2%2 56,8+ 1,8°" 30,8+14° 40,2+1,2¢ ns
IPDA (%) 1,0+0,12 1,1+0,12 20+052 1,6+042 ns
DPIA (%) 16,9+152 16,0+152 15,6+0,82 158+1,42 ns
DPDA (%) 29,7+1,92b 26,1+15° 51,7+1,3¢ 42,0+1,4¢4 *
?Integridad Total
Integridad T de la 533+2,1% 57,8+1,7° 328+15° 419+1,4¢ ns
M. Plasmatica (%)
Integridad T de la 69,2+1,92 729+15°" 465+1,3°¢ 56,1+ 1,49 *

M. Acrosomal (%)

1 Subpoblacién de espermatozoides; ? Integridad de membranas espermaticas Interac.: interacciéon
entre el método de congelacion y la seleccién espermética: ns: no significativa; * P < 0,05; ** P < 0,01.

Letras diferentes entre valores de la misma linea difieren: a? P <0,05; &¢ ad.b-c.bd. c-d p < 0, 0001.
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IPIA = porcentaje de espermatozoides con membranas plasmatica y acrosomal intactas, IPDA =
porcentaje de espermatozoides con membrana plasmatica intacta y acrosomal dafiada, DPIA =
porcentaje de espermatozoides con membrana plasmatica dafiada y acrosomal intacta, y DPDA =
porcentaje de espermatozoides con membranas plasmatica y acrosomal dafadas.

Al realizar la evaluacién de la morfometria de los espermatozoides epididimarios bovinos post-
congelacion se demostré que no hubo interaccion entre el método de congelacion y la
seleccion espermatica en ninguna de las variables estudiadas. No obstante, el método de
congelacion no influy6 en la mayoria de los parametros evaluados, con excepcion del rea de
la cabeza (P = 0,0008), rugosidad (P = 0,0006) y regularidad (P < 0,0001) de la cabeza, y al
ancho (P = 0,0020) y area (P < 0,0001) de la pieza intermedia (Tabla 8). La seleccién
espermatica afectd solo el ancho (P = 0,0109) y area (P = 0,00491) de la pieza intermedia.
Las muestras criopreservadas con congelacion lenta fueron significativas solo en las variables
rugosidad, regularidad y ancho de la pieza intermedia. No hubo diferencia estadistica entre
las muestras (seleccionadas o no) en la congelacién ultrarrapida en ninguno de los
parametros. Como se observa en la Tabla 8, independientemente de si se practicé o no la
seleccidn, los espermatozoides congelados mediante el método lento tuvieron un area de la
cabeza y pieza intermedia menor, y un ancho de la pieza intermedia mayor que los

criopreservados con congelacion ultrarrapida.
Tabla 8

Efecto de la seleccion espermatica después de la criopreservacion y del método de
congelaciéon y sobre la morfometria de espermatozoides epididimarios bovinos post-

congelacion (Media #E.E.)

Variables de

morfometria

Método de congelacion

Lenta

Ultrarrapida

sin seleccion con seleccion sin seleccion con seleccion

espermatica (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Cabeza

Longitud (pum) 9,2+0,032 9,2+0,052 9,3+0,072 9,3+0,062
Ancho (um) 45+0,022 45+0,032 4,6 +0,022 45+0,042
Area (um?) 38,2+0,23" 38,2+0,5°" 39,5+0,4 ¢4 39,3+0,4¢
Perimetro (um) 20,2+0,04 % 20,1+0,112 20,1+0,172 21,0+£0,84 2
Elipticidad 20+£0,012 2,1+0,012 2,0+£0,022 2,0+£0,022
Elongacion 0,3+ 0,003 2 0,3+ 0,002 2 0,3+ 0,004 2 0,3+ 0,004 2
Rugosidad 1,18 + 0,005 @ 1,20 + 0,008 ® 1,21 +0,007 9 1,22 + 0,006 ¢
Regularidad 0,86 + 0,002 ¢ 0,85 + 0,002 © 0,84 +0,002"%9 0,84 +0,0029

Pieza Intermedia
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! Ancho (um) 1,05+0,02¢ 1,00 + 0,02 M 0,98 + 0,02 '} 0,95+0,01'
Area (um?) 7,1+0,1¢%e 7,7+0,2¢ 85+0,2"9 8,9+0,29
Ang. Inserc. (°) 2,6+0,042 2,6+0,052 2,6 +0,072 2,6 +0,042
Acrosoma (%) 58,1+0,1¢2 58,1+0,1°2 58,0£0,12 58,1+0,1°?

Ang. Inserc.: angulo de insercion.
Letras diferentes entre valores de la misma linea difieren: @b.bc.dep < 0,05; a¢c ad ef eg.gip < 0,01; &

d-g.gh. ¢, hi P < 0,0001.
Los resultados del estudio demostraron que ni el método de congelacion (P = 0,0702) ni la
seleccién espermatica (P = 0,3421) ni la interaccion entre ambas afectaron la integridad del

ADN en espermatozoides epididimarios bovinos luego de la congelacion/descongelacion
(Figura 2).

Figura 2

Efecto de la seleccion espermética después de la criopreservacion y del método de
congelaciéon sobre la integridad de la cromatina en espermatozoides epididimarios bovinos
post-congelacion (n=20 por grupo experimental) (P>0,05). (Media + E.E.)

—t—

Fragmentacion del ADN (%)
D
'—

w
—t

sin selec. con selec. ‘ sin selec. con selec. ‘

Congel. lenta Congel. Ultrarrapida

Como punto extra, pero de igual importancia en nuestro estudio, los datos de concentracion
espermatica post-seleccion para el Tratamiento 2 y Tratamiento 4 fueron evaluados;
obteniéndose asi, un promedio en el porcentaje de recuperacion espermatica del 24,6% para
el Tratamiento 2 (Congelacién Lenta con Seleccion espermética) y del 25,8% para el
Tratamiento 4 (Congelacion Ultrarrdpida con Seleccidn espermatica). Siendo mayor el

porcentaje de recuperacion espermatica en el Tratamiento 4 (Figura 3).
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Promedio general del porcentaje de recuperacion espermatica
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7. DISCUSION

La criopreservacién de espermatozoides es una técnica crucial para preservar la diversidad
genética y mejorar la eficiencia reproductiva en la industria ganadera. No obstante, la calidad
cinética de los espermatozoides puede verse afectada por el proceso de criopreservacion
debido a la formacion de cristales de hielo y otros factores asociados con la congelacién y
descongelacion (Grotter et al., 2019). Por tanto, es importante observar que algunos factores
como el método de congelacion (Béveda et al., 2018), los crioprotectores utilizados (O’Brien
et al.,, 2019) y la seleccion espermatica (Galarza et al., 2018), pueden afectar multiples
parametros espermaticos; tales como, la cinética, la integridad de membranas, la morfometria

y la integridad de la cromatina (Lv et al., 2019).

Este estudio evidencid que la seleccion espermética antes de la criopreservacion mejoro la
calidad espermatica y aumento la supervivencia de los espermatozoides. No obstante, este
efecto se vio reflejado diferencialmente en las muestras asignadas a cada método de
criopreservacion. La seleccion espermatica mejoré notablemente casi todos los parametros
cinéticos en las muestras frescas diluidas que posteriormente serian criopreservadas
mediante congelacion ultrarrapida, y afecté muy poco a las criopreservadas por congelacion
lenta. No obstante, luego de la criopreservacién, fueron estas Ultimas las que mejoraron
notablemente las variables cinéticas luego de la congelacion y descongelacion. Estos
resultados son consistentes con los hallazgos de estudios previos que demostraron que la
seleccibn espermatica mejor6 la calidad de los espermatozoides después de la

criopreservacion (Morrell y Rodriguez-Martinez, 2016; Galarza et al., 2018).

Ademas, este estudio mostré que la seleccion espermatica previo a la criopreservacion
también mejoré significativamente la integridad de las membranas plasmatica y acrosomal en
espermatozoides epididimarios bovinos. A diferencia de la cinética espermética de las
muestras congeladas/descongeladas, cuyos valores fueron considerablemente mayores en
las muestras seleccionadas, la integridad de las membranas espermaticas en las muestras
seleccionadas y luego criopreservadas mediante congelacion ultrarrapida mejordé mas que las

criopreservadas mediante congelacion convencional.

La seleccion espermatica post criopreservacion pudo haber mejorado la proporcién de
espermatozoides con las membranas plasmatica y acrosomal intacta mediante la eliminacién
de espermatozoides muertos o dafiados. De hecho, estudios previos han descrito que la
seleccién espermatica post criopreservacion puede mejorar la calidad del semen en diferentes
especies, incluyendo bovinos, cerdos, equinos y ovejas (Zuidema et al., 2021) y caninos

(Galarza et al., 2021). Conjuntamente se evidencid que la seleccion espermética, al ser
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usadas junto a protocolos de congelacion de semen presentan una mejor viabilidad en

comparacion con las muestras no seleccionadas (Hoogewijs et al., 2011).

En este estudio, el método de congelacion tuvo un impacto significativo en la calidad cinética
de los espermatozoides, ya que la congelacion lenta mostré mejores resultados en varias
variables cinéticas en comparacién con la congelacion ultrarrapida. Esto coincide con los
resultados de la investigacion realizada por Boveda et al. (2020), en cabras montés, donde se
pudo observar que la motilidad disminuyé al utilizar congelacion ultrarrdpida como método de
criopreservacion. Este resultado es consistente a lo observado en la Tabla 6, que muestra
que la congelacion ultrarrapida resulté en una disminucion significativa de la motilidad total y
progresiva en comparacion con la congelacion lenta. Es importante notar, no obstante, que
las velocidades VCL, VAP y VSL no variaron entre ambos métodos de criopreservacion, y en
los casos en que lo hicieron, fueron mejores en las muestras sin seleccion sometidas a
congelaciéon ultrarrapida. Esto significa que, aunque la congelacion ultrarrdpida afectd la
motilidad y la integridad de las membranas espermaticas, los espermatozoides funcionales
exhibieron velocidades esperméticas comparables con las que fueron criopreservadas
mediante congelacién lenta. Estos resultados son consistentes con estudios previos en
caninos que demostraron que la congelacion ultrarrapida puede dafiar los espermatozoides y
reducir su capacidad de movimiento, sin afectar la velocidad con las que se mueven los que
estan funcionalmente integros (Galarza et al., 2021). Es importante destacar que se observo
una interaccion significativa entre la seleccién espermatica y el método de congelacién para
varias variables cinéticas, como la MT, MP, VCL, VAP y ALH. Esto indica que los efectos de
la seleccién espermatica y el método de congelacidon no son independientes entre si e
interactuaron de manera compleja para afectar la calidad del esperma después de la
criopreservacion. Segun los resultados de estas interacciones, es claro que la selecciéon
espermdtica y la congelacion lenta representaron la mejor opcion para criopreservar

espermatozoides epididimarios bovinos.

De acuerdo a los resultados de las variables cinéticas en muestras diluidas frescas, la
seleccién espermética afectd significativamente la calidad cinética de los espermatozoides.
Especificamente, la seleccién espermatica mejoré varios parametros cinéticos, lo que sugiere
gue esta técnica puede ser valiosa para mejorar la calidad de los espermatozoides antes de
la criopreservacion, Estos resultados son consistentes con otros estudios que han demostrado
gue la seleccion espermatica puede mejorar la motilidad y la viabilidad de los espermatozoides
(Morrell et al., 2017), resultados que se presume se lograron por la separacién de detritos
celulares, espermatozoides muertos o funcionalmente comprometidos, y bacterias del fluido

seminal.
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Evidentemente, la adicion de sacarosa al diluyente afecté la calidad espermatica, dado que
numerosas variables cinéticas fueron significativamente menores en las muestras diluidas
frescas que luego serian criopreservadas mediante congelacion ultrarrdpida en comparacion
a las de congelacién lenta. En concordancia a los hallazgos de este estudio, la adicién de
concentraciones crecientes de sacarosa en muestras seminales frescas de carnero antes de
la vitrificacion (Jiménez-Rabadan et al., 2015) o de la congelacion ultrarrapida (Arando et al.,
2017) redujo los parametros cinéticos. Asimismo, en muestras seminales diluidas de bovinos,
el incremento en la concentracion de sacarosa o trehalosa redujeron la motilidad individual e
incrementaron el porcentaje de espermatozoides muertos (Al-Badrany et al., 2020). La
incubacién de espermatozoides en soluciones hiperosméticas, como las de los diluyentes con
glicerol y sacarosa usados en nuestro estudio, causa deshidratacion celular severa, que para
efectos de la criopreservacion tiene el propdsito de evitar el criodafio por formacién de cristales
intracitoplasmaticos, pero provoca dafios irreversibles en la membrana plasmatica, y a
concentraciones muy elevadas, lisis celular (Gao et al., 1993). No obstante, la toxicidad que
ejercio la sacarosa, a través de un mecanismo aun no descrito, y el periodo de exposicion a
este disacarido, es probablemente la causa por la cual los espermatozoides epididimarios

bovinos fueron afectados cuando se expusieron a 100 mM de sacarosa.

Ramonez et al. (2017), mencionan que usar sacarosa en conjunto con trehalosa como
crioprotector en bajas concentraciones (20 mM sacarosa — 25 mM trehalosa) no mejoraron
las caracteristicas fisicas de los espermatozoides bovinos. Por el contrario, los estudios
realizados por Al-Badrany et al. (2020) y por El-Sheshtawy et al. (2015) en muestras
eyaculadas de semen bovino, indicaron que usar en conjunto trehalosa (50 mM) o sacarosa
(100 mM) tuvo efectos positivos en varias caracteristicas espermaticas luego de la
congelacién — descongelacién. En cambio, la adicion de 100 mM de sacarosa en nuestro
estudio tuvo un efecto inicial nocivo ya que desmejoré la calidad de los espermatozoides,
motivo por el cual luego de la congelacion ultrarrapida y el calentamiento, estas muestras
tuvieron caracteristicas cinéticas e integridad de membranas plasmaticas muy por debajo de
las muestras criopreservadas mediante congelacion convencional. Segun estos hallazgos, la
congelacioén lenta con 5% de glicerol constituye una mejor opcién para criopreservar muestras

de espermatozoides epididimarios colectados postmortem.

Al utilizar como crioprotector al glicerol se pudo observar mejores resultados en los parametros
cinéticos, como moatilidad total y progresiva, asi como en la integridad de la membrana
plasmatica y acrosomal. En un estudio realizado en caprinos en el que se usoé glicerol al 7%
se obtuvieron resultados favorables en el pardmetro motilidad progresiva (Trujillo Garcia,

2017). En bovinos, el crioprotector més utilizado es el glicerol que debido a su toxicidad se
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utiliza en concentraciones bajas (<8%) (Jiménez-Rabadan et al., 2015); en nuestro estudio
5% de glicerol como crioprotector en la congelacion lenta produjo mejores resultados que 100

mM de sacarosa en la congelacioén ultrarrapida.

La diferencia en la integridad de las membranas plasmatica y acrosomal entre la congelacion
lenta y la ultrarrapida pudo deberse a las diferencias en la velocidad de enfriamiento y
descongelamiento. De hecho, se presume que, al utilizar tasas de enfriamiento rapidas,
durante el proceso de transicion, se provocan dafios por choque de frio, que conllevan a una
modificacion de la membrana plasmética y acrosomal por el aumento de su permeabilidad y
disminucion de la actividad metabdlica (Demyda-Peyras et al., 2018). Por el contrario, la
congelacién lenta permite una tasa de enfriamiento mas gradual, lo que puede reducir el estrés
osmotico en los espermatozoides y minimizar el dafio en las membranas celulares durante el

proceso de criopreservacion (Shah et al., 2016).

Asi mismo, el método de congelacién lenta, ya sea con o sin seleccion, causé algunos
cambios significativos en la morfometria. Por ejemplo, al &rea y la regularidad de la cabeza
espermatica y el area de la pieza intermedia fueron mayores en las muestras criopreservadas
mediante congelacion ultrarrdpida que por congelaciéon lenta. En tal sentido, Maroto-Morales
et al. (2016), indicaron que un area de cabeza de espermatozoides mas pequefa esta
asociada con una mejor calidad espermética y una mayor fertilidad. Esto se debe a que una
cabeza mas pequefia puede indicar que el espermatozoide tiene una mejor condensacion de
la cromatina y una mayor capacidad para penetrar en el 6vulo. Asimismo, estos hallazgos
mostraron que la regularidad de la cabeza fue significativamente mayor en los
espermatozoides criopreservados mediante congelacion lenta en comparacion con los de
congelacién ultrarrapida. Este hecho es favorable a la congelacion lenta, ya que la regularidad
define la correccién de la forma de la cabeza, y a mayor regularidad mayor simetria de la

cabeza espermatica (Banaszewska et al., 2015).

Por otro lado, la rugosidad puede tomarse como un indicador del dafio a la membrana del
espermatozoide; entre mayor dafio, mayor rugosidad (Buzén, 2013). Tal es asi, que en
nuestro estudio los valores de rugosidad fueron mayores en congelacion ultrarrdpida que en
congelaciéon lenta. Por lo tanto, tomando en conjunto los hallazgos de este estudio, los
espermatozoides epididimarios sometidos a seleccion espermatica antes de la
criopreservacion y congelados mediante el método convencional, tendrian mayor capacidad
fecundante que su contraparte criopreservada mediante congelacion ultrarrapida. No
obstante, serian necesarios nuevos estudios para probar esta teoria, por ejemplo, mediante

fecundacion in vitro.
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Finalmente, este estudio demostré que tanto el método de congelacién como la seleccién
espermatica no afectaron la integridad de la cromatina de los espermatozoides epididimarios
bovinos después de la congelacion; sin embargo, se observo una diferencia numérica que
mostrd que la congelacion ultrarrapida redujo la proporcién de espermatozoides con el ADN
fragmentado, mientras que la seleccién espermatica en ambos métodos de criopreservacion

la increment6.

La integridad de la cromatina es un factor critico para el éxito de la fertilizacion (Kumaresan
et al., 2020). Los espermatozoides con cromatina dafiada tienen una menor capacidad para
fertilizar el ovocito y pueden resultar en la produccion de embriones anormales. Por lo tanto,
la mejora de la integridad de la cromatina en los espermatozoides congelados es importante
para la produccién de embriones saludables (Volkers, 2019). Por lo que, se estima que la
congelacién ultrarrapida segun Dogan et al. (2014), puede generar dafio térmico debido a la
rapida formacion de hielo, lo que puede provocar dafios en la membrana celular y la cromatina
espermatica. En cambio, en la congelacion lenta la tasa de enfriamiento es mas lenta, por lo
que los espermatozoides se adaptan mejor al proceso de congelacion y evitan la formacion
rapida de cristales de hielo, mismos que pueden dafiar la membrana celular y la cromatina

espermatica (Shah et al., 2016).

En resumen, la criopreservacion de espermatozoides es una técnica importante para
preservar la diversidad genética y mejorar la eficiencia reproductiva en el ganado bovino. Sin
embargo, el proceso de criopreservacién puede afectar la calidad cinética de los
espermatozoides debido a la formacién de cristales de hielo. La seleccion espermaética y el
método de congelacion son factores clave que afectan la calidad cinética y la integridad de
las membranas plasmaética y acrosomal de los espermatozoides. Los estudios demuestran
que la seleccién espermatica puede mejorar la motilidad y la viabilidad de los espermatozoides
antes y después de la criopreservacion, y que la congelacién lenta fue mas efectiva que la
congelacién ultrarrdpida para preservar la calidad cinética y la integridad de las membranas
plasmatica y acrosomal. En conjunto, la seleccién espermatica y el método de congelacion
deben ser cuidadosamente considerados en la criopreservacion de espermatozoides

epididimarios para garantizar su calidad y viabilidad.
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Conclusiones

1. Laseleccion espermética por gradientes de densidad de Percoll junto con congelacion
lenta result6 la opcion mas idénea para criopreservar espermatozoides epididimarios

bovinos.

2. Independientemente del método de congelacion, la seleccién espermatica mejord la
cinética y la integridad de las membranas plasmética y acrosomal de espermatozoides
epididimarios bovinos.

3. Los espermatozoides criopreservados mediante congelacion lenta tuvieron mejores
parametros cinéticos y una mayor proporcion de espermatozoides con las membranas

plasmatica y acrosomal intacta.

4. El método de congelacién afectd el ancho y area de la cabeza y pieza intermedia de
los espermatozoides, asi como también la rugosidad y regularidad, mientras que la

seleccién espermatica solo afect6 el ancho y el &rea de la pieza intermedia.

5. La integridad del ADN no fue afectada ni por el método de congelacion ni por la

seleccién espermatica.
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Anexos
Anexo A Anexo B
Testiculos de toros de camal Esquema anatomico del epididimo de toros

Epididimo

Cola del Epididimo

Anexo C Anexo D

Extraccibn de muestras seminales de Muestras seminales obtenidas del epididimo
testiculos de toros de camal de toros de camal
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Anexo E Anexo F
Formacion de pools Evaluacién pre-congelacion mediante el
Sistema CASA

Anexo G Anexo H
Pajuelas listas para congelacion lenta - T1y Formacion de pellets - congelacion
T2 ultrarrapida
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Anexo | Anexo J

Platina térmica para calentamientos y Realizacion de frotis para morfometria vy
materiales necesarios para la para evaluacion de la integridad de ADN
descongelacion

Anexo K Anexo L

Laminillas para la evaluacion de morfometria Evaluacion de la integridad de la cromatina

mediante la tincion Naranja de Acridina
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Anexo M

Evaluacion de la morfometria

Anexo O

Evaluacién de la morfometria de la cabezay

pieza intermedia de espermatozoides
epididimarios bovinos mediante el Sistema

CASA
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Anexo N

Visualizacion de la morfometria de los

mediante el Sistema

espermatozoides
CASA
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