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RESUMEN

Las técnicas de reproduccion asistida se han convertido en una importante y moderna
herramienta que contribuye a los avances de la produccion de equinos, logrando mantener la
calidad en el semen y la preservacion de germoplasma atn después de la muerte del animal
con la utilizacion de espermatozoides obtenidos del epididimo, por lo que en la actualidad la
demanda de semen equino criopreservado ha ido en aumento y ha provocado una busqueda
por entender los cambios espermaticos durante este proceso y asi mejorar las técnicas de
preservacion como en otras especies se ha hecho. El objetivo del presente trabajo fue
describir el efecto del almacenamiento post-mortem en espermatozoides epididimarios en
fresco y criopreservados en la presencia y distribucion de carbohidratos membranales y
calcio. Para las evaluaciones se utilizd Clortetraciclina (CTC) como marcador fluorescente
para observar la presencia y distribucion de calcio, y dos lectinas Pissum Sativum aglutinina
(PSA) especifica para residuos de manosa y galactosa y Triticum Vulgaris aglutinina (WGA)
especifica de acido siadlico y N-acetilglucosamina, ambas conjugadas a isotiocinato de
fluoresceina, todas las observaciones se realizaron con microscopia de fluorescencia. Se
concluyé que el tiempo de almacenamiento post-mortem modifica la presencia y distribucion
de carbohidratos membranales y calcio en los espermatozoides equinos obtenidos de
epididimo tanto en fresco como después del proceso de criopreservacion. Con evidente
pérdida de sitios de unién a calcio y residuos de manosa y galactosa en la cabeza espermatica
y movilizacién de carbohidratos como el acido sialico y N-acetilglucosamina a regiones del
acrosoma a mayor tiempo de conservacion en refrigeracion y a regiones del postacrosoma
después del proceso de criopreservacion. Los resultados muestran que es posible obtener
espermatozoides epididimarios con caracteristicas viables para inseminar a las 72 horas post-

mortem.



SUMMARY

Assisted reproduction technology have become an important and modern tool that
contributes to the advances of the production of equines, being able to maintain the quality in
the semen and the germplasm preservation after the death with the use of epididymal sperm,
nowadays, the demand for cryopreserved equine sperm has been increasing, consequently
many researches have been development to understand the changes during this process on
the spermatozoa and improve this preservation techniques like in other species has been
done. The present study was undertaken to evaluate the effect of post-mortem storage time
on presence and distribution of membranal carbohydrates and calcium in fresh and
cryopreserved epididymal spermatozoa. Chlortetracycline (CTC) was used as a fluorescent
marker to observe the presence and distribution of calcium, and two lectins: Pissum Sativum
aglutinin (PSA) specific for mannose and galactose residues and Tritium Vulgaris agglutinin
(WGA) specific for cialic acid and N-acetylglucosamine, both conjugated to fluorescein
isothiocyanate. In conclusion, the post-mortem storage time modifies the presence and
distribution of membrane carbohydrates and calcium in epididymal equine spermatozoa,
both in fresh and after the cryopreservation process. With evident loss of calcium binding
sites and residues of mannose and galactose in the spermatic head and mobilization of
carbohydrates such as cialic acid and N-acetylglucosamine to regions of the acrosome to a
longer time of conservation post-mortem and to postacrosome regions after the process of
cryopreservation. The results show that it is possible to obtain epididymal spermatozoa with

viable characteristics to inseminate at 72 hours post-mortem.
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INTRODUCCION

El equino ha sido utilizado desde tiempos ancestrales como alimento, medio de
carga, transporte y para el manejo de ganado, pero sobre todo para deporte y entretenimiento,
volviéndolo un animal de élite. A pesar de estas demandas, en equinos no se cuenta con
estrategias de reproduccion para mejorar su produccion y reproduccion (Financiera Rural,
2012), y aunque la criopreservacion de semen es una estrategia eficiente para la preservacion
del germoplasma, solo se limita a resguardar semen de bovinos, ovinos y caprinos con alto
valor productivo y genético, en equinos solo es utilizada para explotaciones universitarias y
gubernamentales (Toscano et al., 2014, FAO, 2010a). La crianza y reproduccion de caballos
se da en sectores privados (FAO, 2010a) enfocados a animales de carreras y recreacion, aun
asi, no se cuenta con estrategias y/o centros de reproduccion en esta especie, ni bancos de
germoplasma (Financiera Rural, 2012). Ademas, los criadores solo han aceptado el uso de
biotecnologias en reproduccion equina de forma reciente (Pojprasath et al., 2011), mas, sigue
existiendo renuencia a la criopreservacion de semen no sélo por los costos, sino por los
multiples eventos que complican el manejo de éstos, como la recoleccion de semen, la
variabilidad en los rangos de gestaciones y viabilidad de espermatozoides equinos post-
descongelados (Olaciregui et al., 2014, Pojprasath et al., 2011).

Todo evento en el equino que haga imposible una recoleccion de semen puede
terminar con su vida reproductiva (Olaciregui et al., 2014). Sin embargo, existe una
biotecnologia que nos permite obtener espermatozoides después de una muerte repentina por
diferentes causas (natural o accidental) o incluso al ser castrados debido a su fin zootécnico:
obtencion de espermatozoides del epididimo (Hernandez et al., 2012, Monteiro et al., 2011,
Tartaglione et al., 2009, Papa et al., 2008, Cary et al., 2004, James et al., 2002), que ha
mostrado ser un recurso accesible para éste objetivo pues en la cabeza del epididimo se
encuentra una cantidad significativa de células viables que pueden ser utilizadas para la
fertilizacion (Bruemmer et al., 2002a) ademas, la obtencion de éstos con gestaciones exitosas
ha sido reportada en varias especies ademas del equino y se ha demostrado fertilidad después
de su criopreservacion (Hernandez et al., 2012, Papa et al., 2008, Cary et al, 2004,
Bruemmer et al., 2002a, James et al., 2002). Pero, es conocido que el proceso de
criopreservacion provoca dafios irreversibles en los espermatozoides equinos y no mas del
50% sobrevive a éste proceso o su capacidad fertilizante disminuye (Hernandez ef al., 2012,
Pojprasath et al., 2011), pues durante el proceso de dilucion, refrigeracion, congelacion y

descongelacion, quedan afectadas la membranas bioldgicas (Pojprasath ef al., 2011).



Por lo que en general incluso a nivel mundial las investigaciones en reproduccion
equina en machos se estan encaminando a entender la fisiologia espermatica equina para
poder crear protocolos de obtencion y preservacion de gametos, y asi quizas, poder reducir
los altos costos de este procedimiento y la gran variabilidad en los rangos de gestacion. Sin
embargo, son pocas las investigaciones que van dirigidas a saber la habilidad de
supervivencia de espermatozoides epididimarios equinos que son refrigerados en diferentes
periodos de tiempo, caracteristicas que estan presentes en la transportacion de material
biolégico a centros de reproduccion (Bruemmer et al., 2002a).

Por lo que evaluar el efecto de la criopreservacion en espermatozoides epididimarios
a diferentes tiempos post-mortem, puede darnos una “ventana de oportunidad” para crear
protocolos necesarios para programas de asistencia reproductiva en equinos domésticos y en

peligro de extincion.



CAPITULO 1. MARCO DE REFERENCIA

1.1 Evolucion y domesticacion del caballo

El Equus caballus, término cientifico para el caballo actual pertenece al reino
Animalia, clase Mammalia, orden perissodactyla, de la familia Equidae (Evans et al., 1990)
y puede ser trazado 60 millones de afios atras por el descubrimiento de fosiles de la época
geologica Eoceno, (Thiffault y Lewis, 1974). Periodo por el que los naturalistas los
bautizaron con el nombre de eohippus (Duran, 2011, Arita, 2010).

Tal vez nunca se sepa con certeza que pueblo fue el primero en domesticar al caballo
salvaje, pero si se puede afirmar que cuando los hombres prehistéricos comenzaron a tener
animales domésticos, el caballo fue una de las primeras opciones (Duran, 2011) por ser utiles
para el trabajo, alimentacion y ademas el uso de sus productos sirvio para protegerse de las
inclemencias del tiempo, pero fue su particularidad en el trabajo lo que hizo que el caballo
fuera domesticado en las distintas faenas de arrastre, carga y montura (Deraga, 2007,
Fraustro, 1989 ).

Desde su domesticacion los usos que se le han dado al caballo han sido diversos y
algunos persisten hasta nuestros dias como el consumo de su carne debido a los buenos
rendimientos que presenta y por ser una buena alternativa nutricional; los subproductos para
la fabricacion de resistoles, utensilios y/o telas continuan siendo de utilidad y a pesar de que
las maquinas de motor han desplazado el uso de éste como transporte y herramienta de
trabajo, estos fines zootécnicos aun no estan extintos en nuestra sociedad (Palomar, 2014,

Duran, 2011, Deraga, 2007, Levy y Rodriguez, 1993, Fraustro, 1989 ).

1.2 Uso de biotecnologias

En los tultimos afios las biotecnologias han progresado considerablemente en los
ambitos de cria, reproduccion y genética molecular. Entre las tecnologias reproductivas, la
inseminacion artificial (IA) y la ovulacion multiple y trasplante de embriones, ya han tenido
un impacto notable en los programas de mejoramiento del ganado en los paises
desarrollados. Estas tecnologias aceleran el progreso genético, reducen el riesgo de
transmision de enfermedades e incrementan el nimero de animales que pueden criarse a
partir de un progenitor superior (FAO, 2010b).

Actualmente el uso de la conservacion de células vivas mediante la congelacion, ha
traido nuevos retos a la medicina veterinaria, con la finalidad de mejorar la supervivencia

celular durante el proceso de coleccion, congelacion, almacenamiento y descongelacion, ya



que es bien sabido que durante estos pasos, un porcentaje alto de las células mueren, debido
a los cambios de temperatura, presion osmotica, pH, luz y medio ambiente (Garcia, 2012).
En numerosos paises el semen se importa de ultramar y el uso de esta tecnologia es
mas comun en el sector lacteo, en América Latina se tienen datos de que 95% de los paises
que la integran utilizan inseminacion artificial, siendo la biotecnologia mas usada (Cuadro
1). En numerosos sistemas en pequefia escala o de bajos insumos externos el uso de
biotecnologia es muy limitada. En lo concerniente a los proveedores de servicios de IA, el
sector privado desempefia una funcidon importante en esta region, y sobre todo, el uso de las

biotecnologias suele ser mucho mayor en el ganado bovino que en todas las otras especies
(FAO, 2010a).

Cuadro 1. Uso mundial de biotecnologias por region

Inseminacion artificial Trasplante de Tecnologia genética
Region IN embriones molecular
PPI PET PPI PET PPI EET
Europa y el Caucaso 39 39 97% 25 64% 29 83%
Africa 42 42 74% 30 17% 29 14%
Asia 25 22 86% 17 47% 16 50%
América Latina y el Caribe 22 22 95% 14 86% 15 73%
Pacifico sudoccidental 11 11 55% 10 10% 9 11%
América del norte 2 2 100% 2 100% 2 100%
Cercano y Medio Oriente 7 6 100% 3 33% 5 40%

Puede observarse que la inseminacion artificial (IA) es, con mucho, la biotecnologia mas usada. Sin embargo, especialmente en las regiones de
Africa y el Pacifico sudoccidental, existen numerosos paises en los que todavia no esta disponible. IN: paises inscritos al programa de informes

internacionales ante la FAO. PPI: N° de paises que proporcionan informacion. PET: Proporcion de paises que emplean la tecnologia. Fuente
FAO, 2010

1.2.1 Uso actual de los espermatozoides criopreservados de equino

Actualmente los criadores de equinos han tenido renuencia a la criopreservacion de
semen debido a las complicaciones de manejo al momento de obtener semen para
conservarlo y por los altos costos de éste procedimiento, pues, en México no se cuenta con
estrategias y/o centros de reproduccion en equinos, ni bancos de germoplasma (Financiera
Rural, 2012). A pesar de tener la normativa adecuada y los condicionamientos para
establecer centros de procesamiento de semen (CEPROSEM), en nuestro pais solo hay tres
de estos sitios: el hospital de equinos de la Universidad Autonoma del Estado de México; la
clinica “Las Piedras” en Jalisco, Guadalajara y el club hipico “La Silla” en Monterrey,
Nuevo Leon. Por lo que el control del manejo del semen equino es meramente privado, los
costos de éste, dependen de los registros que se tengan del donador y sus triunfos o
ganancias economicas en una variedad de competencias (Pineda, 2014, Dosh, 2013).

También se ha observado una gran variabilidad en los rangos de gestacion y

viabilidad post-descongelacion; tanto, que se ha estimado que solo cerca del 20% de los



caballos producen espermatozoides aptos para congelarse, el 60% produce células con
caracteristicas aceptables y el otro 20% consiste en individuos con gametos pobres de
caracteristicas para ser criopreservados (Pojprasath et al., 2011). Es asi como los protocolos
de inseminacion artificial en equinos con semen congelado se han vuelto tan variables

(Pojprasath et al., 2011, Clulow et al., 2008).

Si bien las desventajas del manejo de los caballos para obtener el semen puede
continuar, éste se podria convertir en un evento Unico que puede no volverse a repetir al
conservar espermatozoides en criopreservacion (Garcia, 2012). Pero una de las grandes
ventajas es el no requerir transporte de animales, pues no solo es un evento estresante para
los caballos, es ademas un proceso que requiere tramites aduanales en ocasiones engorrosos
y que al no cumplirse podrian llevar al fracaso del traslado o al sacrificio del animal en el

pais receptor (Garcia, 2012, SAGARPA y Senasica, 2011, USDA, 2012).

Adicionalmente, la inseminacion con espermatozoides criopreservados facilita los
procesos de seleccion y mejoramiento, ademas de que, aumenta el potencial reproductivo de
cada semental, pudiendo fecundar a varias hembras con espermatozoides de un solo macho.
También otra gran ventaja es la reduccion de la respuesta inflamatoria post-monta, frecuente
en la hembra y causante de altas tasas de falla en la fertilidad por involucion inflamatoria

tardia y ademas se reduce el riesgo de transmision de enfermedades (James et al., 2002).

Pero quizds, una de las ventajas mas importantes es que, no hay pérdidas
reproductivas por castracion o muerte; pues todo evento en el equino que haga imposible una
recoleccion de semen, puede terminar con su vida reproductiva (Olaciregui ef al., 2014), asi
que, la posibilidad de una ultima recoleccion de gametos, obtenidos de machos
genéticamente valiosos, muertos subitamente por diferentes causas (natural o accidental) o
incluso que deben ser castrados debido a su fin zootécnico, puede permitir preservar el
material genético de dicho animal (Hernandez ef al., 2012, Monteiro ef al., 2011, Tartaglione
et al., 2009, Papa et al., 2008, Cary et al., 2004, James et al., 2002) y su transporte a

cualquier parte del mundo.

1.2.1.1 Uso de espermatozoides epididimarios

La obtencion de espermatozoides del epididimo ha mostrado ser un recurso accesible
para conservar material genético; y el epididimo de caballos tiene una cantidad significativa
de células viables para fertilizacion (Bruemmer et al., 2002a), ademas, la obtencion de éstos
con gestaciones exitosas ha sido reportada en varias especies ademas del equino y se ha
demostrado fertilidad después de la criopreservacion (Hernandez et al., 2012, Papa et al.,
2008, Cary et al., 2004, Bruemmer et al., 2002a, James et al., 2002). A pesar de que los

procesos de dilucion, refrigeracion, congelacion y descongelacion crean dafio en el



espermatozoide, se ha observado que los provenientes del epididimo, muestran mayor
resistencia a estos procesos (Monteiro et al., 2013, James et al., 2002), aun cuando han sido

refrigerados hasta por 96 horas (Monteiro et al., 2011, Papa et al., 2008, James et al., 2002).



CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1 Aspectos reproductivos en el macho equino

Durante la reproduccion sexual, el espermatozoide y el 6vulo se deben fusionar para
formar un cigoto diploide. En los equinos como en todos los mamiferos esta fusion depende
fuertemente de un conjunto de cambios en la membrana plasmatica del espermatozoide y no
es de sorprender que estos sean marcadamente diferentes a los de las células somaticas
(Gadella et al., 2001).

En general la fertilidad en los equinos es menor y mas variable que la de otros
animales de granja, principalmente por el tipo de seleccion que se hace entre los animales
que tiene poco o nada que ver con los aspectos reproductivos (Neild et al., 2005),
seleccionandolos por su pedigri, rendimiento deportivo o registros (Salazar ef al., 2011).

En los equinos, como en otros animales domésticos, la maxima eficiencia
reproductiva se alcanza hasta la pubertad con la mayor produccion de espermatozoides
(Johnson et al., 2000); debido a una adecuada frecuencia y cantidad de secrecion de hormona
gonadotropica (GnRH) (Senger, 2003d)

Se considera que el garafion en promedio entra a la pubertad a los 20 meses de edad
con un rango de 12-24 meses de edad (Senger, 2003d, Hernandez y Fernandez, 1999). Sus
testiculos miden de 8-12 cm de largo, 5-7 cm de altura y 4.5-6 cm de ancho. El volumen de
eyaculado es de 60-70 ml con un rango de 30-300 ml, de color blanco palido, con un pH de
7.2 a 7.7. Los espermatozoides muestran una movilidad progresiva de 75%, con un rango de
60-95% vy la concentracion espermatica en el garaiion es de 150-300 millones de

espermatozoides/ml (Boeta, 2008).

2.2 Fisiologia reproductiva

2.2.1 Gametogénesis

La espermatogénesis es una suma de eventos cronoldgicos de division y
diferenciacion que tiene como objetivo la produccion de espermatozoides (Gil Villa et al.,
2007, Amann, 2005b, Senger, 2003a, Johnson et al., 2000, Johnson et al., 1997) tiene lugar
en los testiculos, especificamente en los tubulos seminiferos (Amann, 2005a, Flesch y
Gadella, 2000, Johnson et al., 2000) que estan compuestos por células somaticas (células
mioides y de Sertoli) y células germinales (espermatogonias, espermatocitos y espermatidas)

(Amann, 2005a, Senger, 2003a, Johnson et al., 1997).



Este proceso consiste en la division mitotica de células madre espermatogonias para
formar espermatocitos primarios y por meiosis crear espermatidas haploides y diferenciarse
en espermatozoides (Gil Villa ef al., 2007, Amann, 2005b, Senger, 2003a, Johnson et al.,
2000) y preparar su membrana plasmatica y otras estructuras especificas para reaccionar
adecuadamente al tracto genital femenino y al 6vulo (Flesch y Gadella, 2000).

La espermatogénesis tiene una duracion total de 57 dias en el caballo (Amann,
2005b, Johnson et al, 1997), la primera etapa de la espermatogénesis es la
espermatocitogénesis y dura 19.4 dias, donde la espermatogonia va a tener multiples
divisiones formando cinco tipos de espermatogonias: Al, A2, A3, B1 y B2, con la division
de la espermatogonia B2 se forma el espermatocito primario (diploide) que entra en la
primera division meidtica; todo el proceso meidtico tiene una duracion de 19.4 dias, la
primer division dura 18.7 dias y la segunda solo 0.7 dias. Por ultimo la espermiogénesis
tarda 18.6 dias (Morel, 2008) y es la diferenciacion de espermatidas con nucleo esférico a
espermatozoides (Flesch y Gadella, 2000, Johnson et al., 1997) al final sucede la
espermiacion que es la liberacion de los espermatozoides del epitelio seminifero a la luz
tubular (Johnson et al., 2000).

La eficiencia de la espermatogénesis es medida por el numero de espermatozoides
producido por gramo de parénquima testicular y no esta influenciada por la diferencia en el
tamafio testicular entre los animales, en equinos en particular es de 16-19 x 10° cel/g

(Johnson et al., 2000).

2.2.2 Morfologia espermatica

La membrana plasmatica espermatica cubre a todo el espermatozoide de la cabeza a
la cola (Brass, 2001, Flesch y Gadella, 2000, Johnson et al., 1997) y juega un papel
importante en la regulacion de la interaccion espermatozoide-ovulo y, es por ésta razon, que

es una estructura extremadamente dinamica (Hernandez et al., 2012, Gadella et al., 2001).

El espermatozoide maduro tiene tres regiones especializadas:

a) La cabeza, que contiene el ADN, y es vital para la interaccion espermatozoide-
ovulo, y ademas del nucleo, contiene un pequefio espacio citoplasmatico en el
extremo apical, llamado acrosoma, que no es mas que una vesicula que contiene
enzimas hidroliticas necesarias para penetrar la zona pelicida (ZP) (Arenas et
al., 2010, Gil Villa et al., 2007, Gadella et al., 2001, Flesch y Gadella, 2000,
Johnson et al., 1997), derivada del aparato de Golgi durante la espermiogénesis
y por su origen, estructura y funcion celular, es comparable a un lisosoma

(Arenas et al., 2010).



b) La pieza media que contiene mitocondrias y se encargan de la produccion de
energia.

¢) El flagelo, es el encargado de la movilidad (Arenas et al., 2010, Gil Villa et al.,
2007, Gadella et al., 2001, Flesch y Gadella, 2000, Johnson ef al., 1997) ( 1)
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Figura 1. Representacion esquemadtica del espermatozoide equino. (4) vista seccional del espermatozoide. (B) Subdominios de
la membrana plasmatica de la cabeza espermatica (vista superficial). (C) Reaccion acrosomal. Lineas solidas representan
bicapa membranal: (1) membrana plasmatica;, (2) membrana acrosomal externa; (3) espacio acrosomal; (4) membrana
acrosomal interna; (5) envoltura nuclear; (6) nicleo; (7) anillo nuclear, (8) mitocondria; (9) parte proximal del flagelo (pieza
media); (10) anillo anular; (11) parte distal del flagelo (pieza principal y final); (12) parte fibrosa; (13) subdominio apical;
(14) subdominio pre-ecuatorial; (15) subdominio ecuatorial; (16) subdominio post-ecuatorial; (17) vesiculas formadas durante

la reaccion acrosomal con la fusion de la membrana plasmatica y la membrana acrosomal externa (Tomada de Gadella et al.
2001).

El ADN en el espermatozoide se encuentra como cromatina, formada por ADN y
protaminas. Los residuos de cisteina en las protaminas forman enlaces disulfuro que
compactan al ADN seis veces mas que en las células somaticas. Estos enlaces protegen el
material genético de agentes estresantes como especies reactivas de oxigeno y altas
temperaturas durante el transito a través del tracto reproductor masculino y femenino (Nava-

Trujillo et al., 2011, Gil et al., 2007).

Cuando los espermatozoides se someten a congelacion y descongelacion, sin
crioproteccion, se altera la integridad de las membranas plasmaticas y de otras estructuras
(Gil Villa et al., 2007), existe evidencia de que la criopreservacion afecta negativamente la

integridad del ADN por estrés oxidativo, induciendo fragmentacion del ADN (Nava-Trujillo



et al., 2011), pero en ocasiones el nucleo espermatico puede mantener las propiedades

esenciales para dar comienzo al desarrollo embrionario (Gil Villa et al., 2007).

2.2.2.1 Composicion membranal

La membrana plasmatica del espermatozoide en los mamiferos es una bicapa lipidica
altamente especifica (Arenas et al., 2010, Gil Villa et al., 2007, Brass, 2001) con un alto
contenido de acidos grasos poliinsaturados, plasmalogenos y esfingomielinas; estas
estructuras son responsables de la flexibilidad y de la capacidad funcional de los
espermatozoides (Gil Villa et al., 2007, Brass, 2001) pero constituyen el principal sustrato
para la peroxidacion, lo cual puede dar lugar a severos desordenes funcionales en el

espermatozoide (Gil Villa et al., 2007).

2.2.2.1.1 Proteinas

Las proteinas que se encuentran en la bicapa lipidica estan unidas por interacciones
no covalentes, y realizan diversas funciones, como son: el transporte de moléculas
especificas hacia el interior y exterior de la célula; mismas que actian como enzimas o
catalizadores de las diversas reacciones y funcionan como receptores en la transduccion de

sefales. (Arenas ef al., 2010, Brass, 2001).

2.2.2.1.2 Lipidos

Los lipidos componen entre el 30 y el 50% de la membrana y se encuentran anclados
a su posicion. Aspecto que resulta importante para la fertilizacion pues la fusion de los
gametos masculino y femenino, requieren la participacion particular de un microambiente de
lipidos (Arenas et al., 2010). La membrana plasmatica de los espermatozoides equinos
contiene aproximadamente 57% de fosfolipidos, 37% de colesterol y 6% glicolipidos
(Gadella et al., 2001), la diferencia de espermatozoide equino con otras especies es con
respecto a su contenido relativamente alto de colesterol el cual parece estar relacionado con
la tasa de capacitacion, posiblemente porque el colesterol debe ser agotado de la membrana
plasmatica durante este proceso (Gadella et al., 2001, Flesch y Gadella, 2000). Una de las
caracteristicas de la membrana del espermatozoide que le confiere una mayor reduccion de
sensibilidad a la temperatura es la proporcion de fosfolipidos-colesterol, en equinos es de
0.36 (Oliveira et al., 2010).

Los fosfolipidos a su vez pueden dividirse en fosfoglicerolipidos y esfingomielinas
(SM), el espermatozoide del caballo esta conformado por 48% de fosfocolinoglicéridos (PC),
16% de fosfoetanolaminoglicéridos (PE), 13% de SM, 15% de fosfatidilserina/cardiolipina
(PS), 5% de fosfatidilglicerol y aproximadamente 3% de fosfatidilinositol (Gadella et al.,
2001, Flesch y Gadella, 2000).
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Se ha encontrado que los lipidos dentro de la membrana plasmatica de la cabeza del
espermatozoide se organizan en dominios distintos y por medio de marcadores fluorescentes
se observa que en espermatozoides recién eyaculados, los lipidos se distribuyen sobre toda la
cabeza del espermatozoide, pero una densidad mas baja es evidente en el segmento post-
ecuatorial. Después de la capacitacion, la region post-ecuatorial se vuelve carente de lipidos

mientras que la cantidad en la region apical aumenta ligeramente (Gadella ef al., 2001).

2.2.2.1.3 Glicocdlix

Ademas de lipidos y proteinas, la membrana también contiene carbohidratos, que en
la mayoria de los casos son cadenas de azlcares simples o polisacaridos (Arenas et al.,
2010).

En el lado extracelular de la membrana plasmatica del espermatozoide, hay una serie
de carbohidratos que se unen a proteinas (glicoproteinas) o lipidos especificos de la
membrana plasmatica y se conocen colectivamente como glicocalix. Se ha propuesto que el
glicocalix juega un papel importante en la interaccion espermatozoide-6vulo porque es la
parte del espermatozoide que primero entra en contacto directo con el évulo. Ademas, el
glicocalix puede ayudar a organizar la membrana plasmatica del espermatozoide con la que
esta en contacto directo a través de proteinas y glicolipidos transmembrana (Gadella ef al.,

2001).

2.2.3 Morfofisiologia del Epididimo

Los conducto eferentes provenientes del testiculo convergen en un unico conducto:
el epididimo (Senger, 2003b), una estructura adyacente al testiculo cuyas funciones
principales son el transporte, maduraciéon y almacenamiento de los espermatozoides,
resultando en la adquisicion de movilidad y potencial de fertilidad (Senger, 2003b, Paramo,
2008), ademas de ser el responsable de la salida de los espermatozoides del sistema
reproductor masculino (Senger, 2003b).

Anatoémicamente se reconocen tres porciones: cabeza, cuerpo y cola. Esta tltima
porcion se continua con el conducto deferente, el cual transporta el semen hacia la uretra
durante el proceso de eyaculacion (Paramo, 2008) gracias a contracciones ritmicas
originadas por musculo liso que cubre al epididimo, transportando a los espermatozoides por
todo el conducto, bajo estimulos de oxitocina de origen pituitario, que provoca que estas
contracciones sean mas intensas durante la eyaculacion (Senger, 2003b).

La cabeza del epididimo se subdivide en: cabeza proximal y distal. La cabeza
proximal reabsorbe una gran cantidad de liquido testicular, mientras que la cabeza distal
secreta fluido hacia la luz del epididimo, por lo que la concentracién espermatica en la

cabeza del epididimo aumenta y luego disminuye significativamente. Los espermatozoides

11



que ingresan a la cabeza del epididimo poseen gota citoplasmatica localizada cerca de la
cabeza espermatica (gota citoplasmatica proximal), son células no médviles y no fértiles
(Senger, 2003b).

El cuerpo del epididimo, se encuentra paralelo al conducto deferente y en ¢él la
concentracion espermatica se mantiene relativamente constante, se puede ya encontrar
espermatozoides moviles y fértiles, durante el transporte de los espermatozoides por esta
estructura la gota citoplasmatica se mueve hacia la parte distal de la cola espermatica
(translocacion de gota citoplasmatica) y los espermatozoides ya son capaces de unirse al
ovulo (Senger, 2003b).

La cola del epididimo consiste en: cola proximal y distal. Los espermatozoides que
se encuentran en la cola distal son los que son eyaculados, muestran movilidad normal y

potencial de fertilidad, la gota citoplasmatica es distal o puede ya no existir (Senger, 2003b).

2.2.3.1 Maduracion del espermatozoide

Cuando el espermatozoide llega al epididimo no estd completamente “maduro”, y
durante el paso a través de ésta estructura (Papa et al., 2008, Gadella et al., 2001, Flesch y
Gadella, 2000), que tiene una duracion de 9 dias en el equino (cabeza: 1 dia, cuerpo: 2, cola:
6 dias) (Senger, 2003c¢), el espermatozoide sufre cambios significativos (Papa et al., 2008,
Gadella et al., 2001, Flesch y Gadella, 2000), como la eliminacion, modificacion y absorcion
de proteinas y lipidos en la membrana plasmatica (Gadella et al., 2001), modificaciones en la
cromatina nuclear, migracion de gota citoplasmatica del cuello a la region del anillo y
alteraciones en el tamafio del acrosoma (Papa et al., 2008). La importancia fisiologica de
éstos cambios no estd completamente estudiado, sin embargo la absorcion de algunas
proteinas estdn implicadas en la unidon espermatozoide-ovulo (Gadella er al., 2001),
adquisicion de la movilidad y estabilizacion de la pieza media y el acrosoma (Papa et al.,
2008) y, ciertamente, el espermatozoide esta completamente maduro después de que ingresa
a la cola del epididimo (Gadella et al., 2001).

La composicion de lipidos de la membrana plasmatica es una de las principales
caracteristicas de la maduracion espermatica, pues el total de lipidos disminuye con el paso a
lo largo del conducto epididimario, pues aunque la fosfatidilcolina se encuentra estable en
las tres principales regiones del epididimo (cabeza, cuerpo y cola) las cantidades de
fosfatidiletalonamina, fosfatidilserina y fosfatidilinositol declinan significativamente hasta
llegar a la region caudal del epididimo (Arenas et al., 2010).

Los espermatozoides, una vez diferenciados en los testiculos, permaneceran en
reposo en la Iuz del tibulo epididimario hasta que sean liberados por la eyaculacion junto

con el plasma seminal (Monteiro ef al., 2011, Senger, 2003¢), con una presion osmotica de
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300 mOsm/l (Brass, 2001). Diferentes estructuras del tracto genital masculino aportan
componentes al plasma seminal: la vesicula seminal contribuye con fructosa, aminoacidos,
acido citrico, fosforo, potasio y hormonas; la prostata aporta acido citrico, fosfatos acidos,
calcio, sodio, zinc, potasio, albumina y enzimas y, finalmente las secreciones de las
glandulas uretrales y bulbo uretrales le proporcionan la textura espesa, color claro y
propiedad lubricante al semen (Gil Villa et al., 2007, Senger, 2003c). En condiciones
naturales el plasma seminal es esencial para transportar y proteger al espermatozoide de
cambios en la presion osmotica, pH y oxidacion, ademas provee energia al espermatozoide,

aunque no es necesario para la fertilizacion (Morel, 2008, Papa et al., 2008, Senger, 2003c¢).

2.2.4 Procesos de capacitacion y reaccion acrosomal

Después de que el espermatozoide deja el testiculo, cesa la sintesis de lipidos y/o
proteinas de la membrana plasmatica y el transporte mediado por vesiculas se detiene
(Gadella et al., 2001, Rathi er al, 2001). Cuando el espermatozoide llega al tracto
reproductor femenino es activado nuevamente, un proceso llamado capacitacion, donde se
inicia una delicada reorientacion y modificacion de moléculas en la membrana plasmatica,
con el fin de permitir que el espermatozoide se una a la matriz extracelular del évulo (zona
pelicida) e inicie una reaccion acrosomal, un evento exocitdtico que es necesario para que

éste penetre la ZP (Arenas et al., 2010, Gadella ef al., 2001, Rathi et al., 2001).

2.2.4.1 Capacitacion espermadtica

Después de la eyaculacion, el espermatozoide de los mamiferos en general tiene una
serie de cambios en la arquitectura de la membrana y en su metabolismo antes de adquirir la
habilidad de unirse a la ZP y fertilizar al 6vulo, estos cambios son colectivamente 1lamados
capacitacion y normalmente ocurren en el tracto genital femenino (Arenas et al., 2010, Neild
et al., 2005, Flesch y Gadella, 2000), teniendo una duracion de 6 h (Brass, 2001). Estos
cambios incluyen la reorganizacion de las proteinas de membrana, metabolismo de
fosfolipidos membranales, reduccion de los niveles de colesterol e hiperactivacion (Rathi et
al., 2001), para dar fluidez a la membrana gracias a la modificacion de la arquitectura y
composicion lipidica (Neild et al., 2005).

El espermatozoide maduro carece de los principales organelos que intervienen en la
sintesis y descomposicion de lipidos. Ademas, la superficie de su membrana no esta en
contacto con las membranas intracelulares porque el transporte mediado por vesiculas ha
cesado y solo se reanudara brevemente cuando la membrana plasmatica apical se fusione con
la membrana acrosomal externa subyacente durante la reaccion acrosomica (Gadella ef al.,

2001, Flesch y Gadella, 2000).
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Durante la capacitacion, la delicada organizacion de la superficie de los
espermatozoides se altera como resultado, al menos en parte, de la eliminacion del
revestimiento, es decir, del glicocalix, pues la adsorcion de los nuevos componentes de los
fluidos genitales femeninos y enzimas, modifican sus componentes. Ademas, se produce una
reorganizacion lateral de proteinas transmembrana a través de la cabeza del espermatozoide
(Gadella et al., 2001).

Este proceso se inicia con la entrada a la célula de bicarbonato por canales i6nicos o
de dioxido de carbono por difusion (Figura 2), esta entrada de bicarbonato activa a la
Adenilciclasa (AC) con la concomitante produccion de AMP ciclico que activa a protein
kinasa A (PKA). El papel de la salida de colesterol en la activacion de PKA no esta claro.
Esta salida de colesterol puede inducir el incremento de entrada de bicarbonato o afectar a
AC; PKA induce la fosforilacion de tirosina (Y) de muchos sustratos (S) mas probablemente
por la activacion de Protein tirosin kinasa (PTK) o la inhibicidon de protein tirosina fosfatasas
(PTP), las proteinas de union espermatozoide-6vulo y otras proteina membranales fosforilan
tirosina por la via del bicarbonato, induciendo también activacion de PKA. La fosfolipasa C
citosolica (PLC) es fosforilada en tirosina por la via bicarbonato-PKA. La fosforilacion en
tirosina de PLC es subsecuente a la translocacion de la membrana plasmatica, ésta activacion
de PKA induce cambios membranales como redistribucion lateral de seminolipidos y
translocacion de aminofosfolipidos, lo mas probable es que la salida de colesterol esté
involucrada en esta transicion de la membrana plasmatica y los factores descapacitantes (DF)
son removidos de la superficie espermatica, dejando al descubierto receptores para

progesterona (P4R) (Flesch y Gadella, 2000).
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Figura 2. Secuencia del proceso de capacitacion espermatica. (A) El bicarbonato puede entrar a las célula por canales ionicos o
difusion como didxido de carbono. El bicarbonato intracelular activa Adenilciclasa (AC) con la concomitante produccion de
AMP ciclico que activa a protein kinasa A (PKA). El rol de la salida de colesterol en la activacion de PKA no esta claro. Esta
salida de colesterol puede inducir el incremento de entrada de bicarbonato o afectar a AC. (B) PKA induce la fosforilacion de
tirosina (Y) de muchos sustratos (S) mas probablemente por la activacion de Protein tirosin kinasa (PTK) o la inhibicion de
protein tirosina fosfatasas (PTP). (C) Proteinas de union espermatozoide-ovulo y otras proteina membranales forforilan tirosina
por la via del bicarbonato, induciendo activacion de PKA. (D) La fosfolipasa C (PLC) citosolica es fosforilada en tirosina por
la via bicarbonato-PKA. La fosforilacion en tirosina de PLC es subsecuente a la translocacion de la membrana plasmatica. (E)
La activacion de PKA induce cambios membranales como redistribucion lateral de seminolipidos y translocacion de
aminofosfolipidos. (F) Los aminofosfolipidos son translocados por la activacion dependiente de PKA. Lo mas probable es que
la salidad de colesterol este involucrada en esta transicion de la membrana plasmatica. (G) La entrada de pequefias cantidades
de calcio a la célula juega un papel en la capacitacion. (H) Los factores descapacitantes (DF) son removidos de la superficie
espermatica, dejando al descubierto receptores para progesterona (P4R). (Tomada de Flesch & Gadella, 2000).

Las modificaciones lipoproteicas membranales provocan: la exteriorizacion de
receptores, activacion de canales idnicos que intervienen en la activacion de mecanismos de
transduccion (flujo de calcio, sintesis de AMP ciclico, fosforilacion-desfosforilacion de
proteinas, etc.) y cambian el metabolismo energético que conduce a la desestabilizacion de la
membrana plasmatica a nivel de la region acrosémica y la hiper-activacion del movimiento
flagelar. Estos cambios permiten al espermatozoide responder a inductores especificos y
experimentar la reaccion acrosomal al final de la capacitacion (Arenas ef al., 2010, Flesch y
Gadella, 2000).

El glicocalix, rico en carbohidratos cargados eléctricamente unidos a la membrana
por uniones superficiales no covalentes (Arenas et al.,, 2010), cambia notablemente su
propiedad de union especifica a carbohidratos (union lectina) durante la capacitacion. Sin
embargo, aun no se conoce con certeza si los cambios en uniéon lectina reflejan una

modificacion de las estructuras de carbohidratos, expresion o no de éstas estructuras, o
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reposicionamiento de glicoproteinas o glicolipidos. Ciertamente, se cree que el
reposicionamiento glucolipido durante la capacitacion implica la eliminacion activa de
factores “descapacitantes” y otros factores unidos a la membrana plasmatica del
espermatozoide y esto es casi seguro que altera el glicocalix (Gadella ef al., 2001).

También se puede observar un intercambio de fosfolipidos que es controlado por una
via de sefializacion mediada por bicarbonato. En ausencia de bicarbonato, el intercambio
puede ser inducido por inhibidores de la fosfodiesterasa (que inhiben la degradacion de AMP
ciclico) o de la proteina fosfatasa 1 y 2a, activadores de la proteina quinasa A (PKA) y por
la adicion de analogos de AMP ciclico (Gadella ef al., 2001).

En espermatozoides no capacitados, el colesterol se encuentra distribuido en toda la
cabeza espermatica y en los que ha sucedido la capacitacion, el colesterol se limita a la zona
ecuatorial y post-ecuatorial de la cabeza, esta deplecion de colesterol parece ser un paso
inicial y critico para la activacion de la tirosin kinasa, pues la fosforilacion de tirosina de
proteinas del espermatozoide, es vital para la capacitacion porque estos cambios en la
conformacion de proteinas, contribuyen al incremento de la afinidad con la ZP,
hipermovilidad y la induccion de reaccion acrosomal (Neild et al., 2005, Flesch y Gadella,
2000, Gadella et al., 2001). También vale la pena sefalar que el plasma seminal de los
equinos, hombres, y quiza otros mamiferos, contienen vesiculas ricas en colesterol que son
secretadas por la prostata (prostasomas) que bloquean la salida de colesterol del
espermatozoide y probablemente ayudan a retrasar la capacitacion hasta el momento
apropiado (Gadella et al., 2001).

Un vez que ha ocurrido la capacitacion y la unidon del espermatozoide a la ZP, es
posible y puede desencadenarse la reaccion acrosomal, pero también una vez que sucede, la
longevidad del espermatozoide disminuye (Neild ef al., 2005). Los espermatozoides
capacitados tienen una membrana plasmatica desestabilizada, que es sensible incluso a
pequeias tensiones ambientales, por lo que disminuir la temperatura de 38 a 30 °C puede

inducir reaccion acrosomal espontanea (Gadella et al., 2001).

2.2.4.2 Reaccion acrosomal

La reaccion acrosomal (RA) es un evento irreversible exocitico que se inicia
inmediatamente después del primer contacto del espermatozoide y el dévulo (Arenas et al.,
2010, Neild et al., 2005, Gadella ef al., 2001, Rathi et al., 2001, Flesch y Gadella, 2000). La
membrana plasmatica del espermatozoide se une con la membrana acrosomal, subyacente en
varios sitios, y el contenido del acrosoma se libera, pues se requiere la liberacion de enzimas
hidroliticas para disolver la matriz de la ZP y sea posible la entrada del espermatozoide al

espacio perivitelino (Arenas et al., 2010, Neild et al., 2005, Gadella ef al., 2001, Flesch y
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Gadella, 2000) adicionalmente se inicia una hipermovilidad que va a facilitar su
desplazamiento y la penetracion de las cubiertas del 6vulo y finalmente la unién con éste
(Arenas et al., 2010, Flesch y Gadella, 2000). Una importante consecuencia de la RA es la
adquisicion de fusogenicidad en el segmento ecuatorial de la membrana plasmatica, que es
requerido para la uniéon y fusion con el oolemma (Neild et al., 2005). Sin embargo, si la RA
se inicia muy temprano (es decir, antes de la unioén a la ZP) se perderan las enzimas y el
espermatozoide ya no sera capaz de penetrar en dicha zona y, por tanto, la fertilizacion
tampoco sera posible (Gadella et al., 2001).

Para que la fusion de membranas se realice, se requieren concentraciones citosolicas
de Ca*" bastante altas (Arenas et al., 2010, Neild et al., 2005, Gadella et al., 2001). Por lo
que el Ca®" extracelular tiene que pasar a través de la membrana plasmatica antes de la
iniciacion de la reaccion acrosémica por lo que canales de Ca®* dependientes de voltaje son

activados gracias a la union a la ZP (Figura 3) (Gadella ef al., 2001).
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Figura 3. Secuencia de la reaccion acrosomal inducida por zona pelicida (ZP) y progesterona. (A) Proteinas de la ZP (mas
comunmente ZPC) se unen a los receptores espermaticos para ZP, lo que lleva a la agregacion y fosforilacion de tirosina (Y).
(B) El entorno directo de la ZP contiene altos niveles de progesterona que pueden unirse a su receptor no gendémico (P4R) en la
superficie espermatica. La ZP y la progesterona tienen un efecto doble sobre el espermatozoide. (C) El pH intracelular (pHi) se
incrementa por la via de proteina G (Gi) y (D) el potencial de la membrana plasmatica se despolariza. (E) Tanto el incremento
en el pH como la despolarizacion inducen la entrada de calcio por un canal de Ca2+ de tipo voltaje-dependiente. (F) Los altos
niveles de Ca2+ intracelular activan a la fosfolipasa C (PLC) que ha sido translocada de la membrana plasmatica durante la
capacitacion. la PLC convierte el fosfatidilinositol-4,5- bifosfato (PIP2) a diacilglicerol (DAG) e inositol-1,4,5-trifosfato (IP3).
(G) El aumento en los niveles de Ca2+ activa a la fosfolipasa A2 (PLA2), que degrada fosfocolina glicérido (PC) a
lisofosfatidilcolina (LPC) y acidos grasos libres (FFA). (H) DAG, FFA y LPC activan a la protein kinasa C (PKC). Tanto el
incremento intracelular de Ca2+ como la activacion de PKC son necesarias para la fusion de la membrana plasmatica con la
membrana acrosomal, con la subsecuente secrecion de enzimas acrosomales (Tomada de Flesch & Gadella, 2000).

17



La progesterona, como otras hormonas esteroides, ejerce sus efectos biologicos
sobre expresion de proteinas a través de receptores intracelulares. Sin embargo, en varios
tipos de células de mamiferos, como en el espermatozoide, los receptores de hormonas
esteroides también se encuentran en la membrana plasmatica (Arenas et al., 2010, Gadella et
al., 2001) y la afinidad a éstos sitios de union de progesterona es baja en comparacion con
los receptores citosolicos de células somaticas. Sin embargo, la estimulacion de reaccion
acrosomal por la progesterona es fisiologicamente relevante debido a que el liquido folicular
que rodea a un 6vulo ovulado contiene enormes cantidades de ésta hormona (Gadella et al.,
2001).

Mecénicamente, la progesterona induce un aumento en el Ca®" intracelular de
espermatozoides capacitados (Gadella et al., 2001, Arenas ef al., 2010) a través de canales de
CI" y el receptor acido y-aminobutiricoa (GABA,A). También parece que la progesterona
prepara a la membrana plasmatica del espermatozoide para tener una reaccion acrosomal
mas facilmente en respuesta a la union a la ZP. Por ultimo, la exposicion del receptor de
progesterona se regula por la secrecion de glandulas sexuales accesorias pues se ha visto que
espermatozoides recién eyaculados de varios mamiferos (incluyendo caballos) no se unen a
la progesterona pero, durante la capacitacion in vitro, recuperan su afinidad por la
progesterona y muestran reaccion acrosomal en respuesta a la exposicion a ésta hormona.
Estos resultados sugieren que algunos factores que se encuentran en el plasma seminal se
eliminan durante la capacitacion, lo que lleva a la exposicion de receptores de progesterona
permitiendo a las células responder a la hormona (Gadella et al., 2001).

La entrada de Ca®" provoca la desactivaciéon de las ATPasas, ademas de un aumento
del Na* intracelular con una salida de H* y en consecuencia, un aumento del pH intra-
acrosomal, lo que induce la activacion de enzimas como la acrosina (Gadella et al., 2001).
Ademas, se ha observado como el aumento de Ca*’ intracelular, también conduce a una serie
de modificaciones en los lipidos como la formacién de segundos mensajeros, que se
incorporan a una cascada de acontecimientos que ocurren durante la reaccion acrosémica y
la activacion de determinadas enzimas como una fosfolipasa A2, especifica de la
fosfatidilcolina, que genera lisofosfatidilcolina y acido araquidonico, sustancias conocidas

por sus propiedades de fusidon necesarias en la reaccion acrosomal (Arenas ef al., 2010).

2.3 Criopreservacion de espermatozoides equinos

La criopreservacion de semen equino ha ganado popularidad, ya que prolonga el

tiempo de almacenamiento de los gametos y ofrece beneficios adicionales, incluyendo una
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forma mas facil para entregar y conservar material genético (Monteiro et al., 2013,
Olaciregui et al., 2014, Salazar et al., 2011, Goolsby et al., 2004, Hoffmann et al., 2011,
Macias et al., 2012), contribuyendo a la expansion de las diversas técnicas de reproduccion
como la inseminacion artificial (IA), fertilizacion in vitro (FIV) y la inyeccion
intracitoplasmatica (ICSI). Se ha visto que la IA con semen congelado es un elemento
esencial en los programas de mejoramiento y seleccion, aumentando la produccion de
especies domésticas (Hernandez et al., 2012, Salazar et al., 2011, Gonzales et al., 2015,
Pojprasath et al., 2011, Macias et al., 2012).

Sin embargo, se considera que el éxito de la criopreservacion de espermatozoides de
equino, generalmente es menor que el de espermatozoides de toro (Salazar ef al., 2011,
Squires et al., 2004), o cuando se usa semen fresco para inseminar o monta natural (Goolsby
et al., 2004, Pojprasath et al., 2011). Como ya se ha mencionado, la membrana plasmatica
del espermatozoide es de vital importancia en el proceso de fertilizacion (capacitacion,
reaccion acrosomal y fusion del espermatozoide con el évulo) (Olaciregui ef al., 2014) y se
ha estimado que solo el 20-40% de los equinos producen semen con caracteristicas
favorables para la criopreservacion (Olaciregui et al., 2014, Salazar et al., 2011, Pukazhenthi
et al., 2014, Pojprasath et al., 2011, Hoffmann et al., 2011, Alvarenga et al., 2005), pues
durante este proceso, se producen alteraciones en el espermatozoide (Pojprasath et al., 2011,
Hernandez et al., 2012, Pillet et al., 2012) causando una disminucién en los espermatozoides
viables y no mas del 50% sobrevive a la criopreservacion y las células que siguen vivas
pueden tener procesos como capacitacion y reaccion acrosomal inducidas por el proceso de
criopreservacion, lo cual evita que penetre el 6vulo y por lo tanto pierde su capacidad
fecundante (Hernandez et al., 2012, Pojprasath et al., 2011). En general se ha observado que
en espermatozoides de equino criopreservados la movilidad, viabilidad e integridad
membranal, es menor, en comparacion con los espermatozoides de eyaculado en fresco
(Wrench et al., 2010).

Los principales factores que se han visto estan involucrados en los pobres
porcentajes de fertilidad de espermatozoides equinos, son: la técnica de congelamiento, la
composicion del diluyente, el tipo de crioprotector utilizado (Pojprasath et al., 2011, Perez-
Osorio et al., 2008), la resistencia de la célula al estrés osmético y la posible interaccion
entre factores (Perez-Osorio et al., 2008), asi como el proceso de descongelacion (Alberio et
al., 2003, Salazar et al, 2011). Se han generado dos hipotesis: la primera dice que al
congelar las células muy rapido provoca su muerte por la formacion intracelular de hielo,
mientras que al hacerlo muy lento mueren por la larga exposicion a soluciones concentradas,

resultando en una fase de conversion progresiva de agua liquida a hielo (Macias ef al., 2012).
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2.3.1 Técnicas de obtencion de espermatozoides utilizadas en equinos

Los espermatozoides equinos pueden ser recolectados por varias técnicas como la
vagina artificial, electroeyaculacion, condon en el pene, recuperacion de la vagina de una
yegua después del apareamiento natural, y la recuperacion de los espermatozoides del
epididimo, sin embargo, no todas son de uso comun ni de utilidad practica (Papa et al.,

2008).

2.3.1.1 Vagina artificial

Es la técnica de recoleccion de semen mas comunmente usada en reproduccion
equina (Monteiro et al., 2013, Pukazhenthi ef al., 2014) y con el uso de ésta técnica, se trata
de simular las condiciones de temperatura (42-44 °C), presion y lubricacion de la vagina de
la yegua, estimulos necesarios para desencadenar la eyaculacion (Brass, 2001).

El niimero promedio de espermatozoides obtenidos por vagina artificial es de

7.8+4.69x10° (Monteiro et al., 2011).

2.3.1.2 Electroeyaculacion

La electroeyaculacion es un método ampliamente utilizado para la recoleccion de
semen en algunas especies como bovinos y ovinos, pero su uso en los equinos no es
recomendable debido a los riesgos tanto para los animales como para el operador (Papa et
al., 2008). Ademas, involucra el uso de anestesia general en los caballos y la colocacion de
un electroestimulador via rectal con un voltaje de 2-6 V (Pukazhenthi et al., 2014).

En raras ocasiones se utiliza la electroeyaculacion y no es considerada una técnica
eficaz para obtener espermatozoides viables, pues hay menor calidad espermatica, en su
mayoria caracterizada por menor movilidad, probablemente relacionada por la

contaminacion de orina (Papa et al., 2008, Pukazhenthi ef al., 2014).

2.3.1.3 Recuperacion post-mortem

La capacidad de la obtencion y preservacion de espermatozoides de epididimo de
caballo después de la castracion, ya sea por eleccion, lesion traumatica, enfermedad grave o
muerte inesperada, ha permitido la conservacion del material genético, gracias a los avances
continuos en las técnicas de asistencia reproductiva (Hernandez et al., 2012, Monteiro ef al.,
2013, Monteiro et al., 2011, Olaciregui et al., 2014, Gonzales et al., 2015, Bruemmer et al.,
2002a, Papa et al., 2008, James et al., 2002). La cola del epididimo de equinos contiene una
cantidad significativa de espermatozoides con capacidades fertilizantes (Bruemmer et al.,

2002a) y el numero total de espermatozoides obtenidos de cola de epididimo es de
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25.0£17.1x10° (Monteiro ef al., 2011), mayor del que se puede obtener con vagina artificial
en una sola recolecta (Olaciregui et al., 2014, Papa et al., 2008).

Varios métodos de recuperacion de espermatozoides de cola del epididimo se han
descrito incluyendo aspiracion, flotacion (donde segmentos de epididimo se colocan en un
medio de gel durante un periodo de tiempo) y lavado retrogrado de la cola en el que la
presion es generada por una jeringa conectada al conducto deferente y los espermatozoides
son transportados por el extensor y expulsados a través de un corte en la cola y cuerpo del
epididimo del caballo (Papa et al., 2008).

La técnica de lavado retrogrado del epididimo es considerado un procedimiento
rapido y eficiente para la recuperacion de espermatozoides epididimarios en la especie
equina. Con este procedimiento, se ha informado una recuperacion de espermatozoides
similar o mayor a la obtenida en eyaculados con vagina artificial (Hernandez et al., 2012,
Monteiro ef al., 2011, Gonzales et al., 2015, Papa et al., 2008) y mayor que con la técnica de
flotacion (Papa et al., 2008), asi mismo, se ha demostrado que, estos espermatozoides son

fértiles (Gonzales et al., 2015).

2.3.2 Proceso de criopreservacion

Antes del proceso de congelamiento debe haber una curva de enfriamiento lenta de
37 °C a 5 °C en un periodo de 50 minutos (Oliveira et al., 2010) a 2.5 horas (Clulow et al.,
2008); el enfriamiento de los espermatozoides disminuye la actividad metabdlica de los
espermatozoides, reduce el crecimiento bacteriano y, de esa manera, prolonga la viabilidad
de los espermatozoides (Brass, 2001) un enfriamiento a velocidad lenta puede aumentar la
resistencia a las lesiones por frio en la membrana acrosomal y la membrana plasmatica en el
espermatozoide (Olaciregui et al., 2014, Brass, 2001). Se ha observado que la calidad del
espermatozoide sometido a una velocidad de enfriamiento lenta, antes de la congelacion, es
mayor que cuando es utilizada una velocidad de enfriamiento rapida (Olaciregui et al., 2014,
Salazar et al., 2011), pues si los espermatozoides de equino se enfrian rapidamente, la
membrana espermatica tiene cambios irreversibles por choque térmico (Olaciregui et al.,
2014, Brass, 2001). Estas alteraciones estan representadas por la pérdida rapida de
movilidad, la alteracion del tipo de movilidad con movimiento retrogrado y circular,
reduccion del metabolismo, lesion del acrosoma y de la membrana plasmatica, acompafiada
de pérdida de los componentes intracelulares (Brass, 2001).

Con el enfriamiento, los lipidos sufren una transicion a la fase liquida cristalina y
posteriormente a una de gel, una vez que se encuentran en estado de gel, los lipidos tienden a
agregarse, formando microdominios en areas aun fluidas. Estos lipidos agregados, no se

integran comunmente con las proteinas asociadas con otros lipidos, por lo que los bordes de
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estos microdominios se convierten en areas mas fragiles sujetas a la fusion o ruptura, ademas
de volverse mas permeables a los iones. Desde los 5° C la permeabilidad al Ca*" crece
significativamente, superando la capacidad de eliminacion de los iones por medio de las
bombas de Ca®’, asi, éste ion se acumula en el espermatozoide alcanzando niveles toxicos
(Brass, 2001).

El efecto de la criopreservacion depende también de su curva de congelacion. Si los
espermatozoides son congelados a una velocidad moderada (-25 a -40 °C/min), el agua no
congelada en el interior de la célula se difunde al medio extracelular, debido a la mayor
concentracion de solutos en la fraccion no congelada de éste. Si en cambio la velocidad de
congelacion es lenta (<-25 °C/min, los espermatozoides se deshidratan y no se forman
cristales de hielo, sin embargo, esto resulta en elevadas concentraciones intracelulares de
solutos que pueden dafiar a los espermatozoides. Por otro lado, si la congelacion es rapida (>
-60 °C/min) el agua intracelular no dispone de tiempo suficiente para difundir fuera del
espermatozoide antes de congelarse, formando cristales intracelulares de hielo, resultando en
lesion celular (Brass, 2001).

La adicién de colesterol en el extensor de criopreservacion ha mostrado ser una
alternativa para incrementar la estabilidad de la membrana durante éste proceso de
congelacion, aunque se le ha atribuido una menor tasa de fertilidad en yeguas, debido a que
el colesterol puede inhibir la reaccion acrosomal (Oliveira et al., 2010)

El proceso de congelamiento puede ser con un congelador programable
disminuyendo la temperatura a —50 °C/min en 1 min, luego —10 °C/min por 6 min hasta
llegar a —110 °C donde se aumenta la velocidad de congelamiento a —50 °C/min hasta
obtener —150 °C (Clulow et al., 2008). También pueden ser utilizados vapores de nitrogeno,
colocando nitrogeno liquido en una caja de poliestireno expandido y un rack con las pajillas
a 3 cm de distancia del nitrégeno por un periodo de 7 (Clulow et al., 2008) a 20 minutos
(Oliveira et al., 2010), donde alcanzan una temperatura de -15 a -60 °C y los
espermatozoides se tornan relativamente inertes (Brass, 2001) y son transferidos al nitrégeno
liquido a -196 °C para su almacenamiento (Clulow et al., 2008, Oliveira et al., 2010, Brass,
2001). En este momento las células son menos susceptibles a lesiones inducidas por las altas
concentraciones de sales y pueden ser conservados por tiempo indeterminado a esta
temperatura (Brass, 2001).

Se ha reportado que la movilidad espermatica progresiva es mayor cuando se
congela con congelador programable que con caja de poliestireno, inmediatamente después
de descongelar y a las 3 horas (p<0.05). Sin embargo, las ventajas de usar una caja de
congelacion es que es un método barato, facil de usar, requiere de poco cantidad de
nitrogeno liquido y es portable, mientras que un congelador programable es caro, usa una

gran cantidad de nitrogeno liquido y solo puede ser usado en laboratorio, y a pesar de que
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hay diferencias en los valores de movilidad no se han reportado diferencias en otros
parametros de calidad en el espermatozoide (Clulow ef al., 2008).

A la temperatura del nitrogeno liquido, dentro de las pajillas de congelacion hay
canales de agua no congelada con concentraciones mas altas de solutos. El volumen de esta
fraccion no congelada es muy importante porque solamente espermatozoides presentes en
estos espacios sobreviven a la criopreservacion. Por lo tanto la criopreservacion de
espermatozoides en concentraciones demasiado altas, disminuye el porcentaje de células que
sobreviven a la congelacion (Brass, 2001).

La descongelacion de las pajillas se realiza colocandolas en agua a 37 °C por 30
segundos (Clulow et al., 2008, Oliveira et al., 2010, Squires et al., 2004, Gonzales et al.,
2015).

2.3.2.1 Daiios durante la criopreservacion de espermatozoides

Las lesiones causadas por criopreservacion en las células son probablemente debidas
a los efectos acumulativos de muchos diferentes modos de crio-lesion, como: formacion de
hielo intracelular, "Efectos de soluto" generalizada, pérdida de componentes de la
membrana, deshidratacion de la membrana, desnaturalizacion de proteinas (tanto
membranales y citoplasmicas), burbujas de gas, dafios lisosomales y puncion de la
membrana (Kruuv et al., 1990). Un buen crioprotector debe proteger a la célula contra todos
estos tipos de crio-lesiones (Kruuv et al., 1990, Perez-Osorio et al., 2008), pues los
espermatozoides equinos no pueden sobrevivir la congelacion sin crioproteccion (Squires et
al., 2004), aunque la presencia de éste, puede potencialmente inducir dafio por la expansion
y contraccion de volumen (Perez-Osorio et al., 2008).

El estrés osmotico durante la criopreservacion es el resultado de la adicion o
remocion de crioprotectores y por el mismo procedimiento de enfriamiento (Perez-Osorio et
al., 2008, Hoffmann et al., 2011, Macias et al., 2012). La respuesta osmoética de la célula
depende de su permeabilidad membranal al agua, asi como, de su permeabilidad membranal
a los agentes crioprotectores. Esta relativa permeabilidad cambia con la temperatura y el
espermatozoide solo es capaz de tolerar un rango de cambios en la presion osmotica. Se ha
visto que el espermatozoide equino es capaz de regular su medio ambiente interno a
condiciones isosmoéticas después de ser expuesto a osmolalidades de 75-900 mOsm kg™'. Sin
embargo desde que es expuesto a osmolalidades cerca de 450 mOsm kg—1, empiezan a

crearse severas alteraciones en su funcion (Hoffmann ef al., 2011).
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2.4 Eficiencia de espermatozoides epididimarios

Se ha demostrado que espermatozoides recuperados de epididimo son altamente
eficientes, e incluso cuando se mantienen a temperatura ambiente siguen siendo viables hasta
24 horas después de realizada la orquidectomia, y pueden ser utilizados posteriormente en
inseminacion artificial (IA) (Hernandez et al., 2012, Gonzales et al., 2015, Papa et al.,
2008); los porcentajes de movilidad progresiva después de 24 y 48 horas de refrigeracion (4-
5 °C) comparados con los obtenidos de eyaculado en los mismos tiempos son mayores
(Monteiro et al., 2013, Bruemmer et al., 2002a) e incluso se ha visto que cuando los
testiculos son almacenados de 4-5 °C por 24 horas, los espermatozoides obtenidos de estos
tienen un porcentaje de viabilidad superior (Hernandez et al., 2012, Monteiro et al., 2011,
Gonzales et al., 2015) y almacenados hasta por 96 h en refrigeracion mantienen porcentajes
de movilidad e integridad membranal adecuados (James et al., 2002).

La teoria mas aceptada de la etiologia de estas diferencias es que el fluido seminal de
los equinos tiene una alta concentracién de Cl"y Na', y estas sustancias son perjudiciales
para la supervivencia de los espermatozoides durante el proceso de enfriamiento y
almacenamiento, ademas, ciertas proteinas del plasma seminal pueden promover cambios
bioquimicos, causando dafio a la membrana plasmatica, lo que lleva a la disminucién de la
fertilidad de espermatozoides eyaculados y congelados (Monteiro et al., 2013, Brass, 2001)

Adicionalmente, aunque los porcentajes son bajos, debido a la baja movilidad de
espermatozoides epididimarios (Papa et al., 2008), se han reportado gestaciones exitosas en
diferentes especies animales, incluido el hombre y el equino (Hernandez et al, 2012,
Bruemmer ef al., 2002a, James et al., 2002),

Actualmente se ha investigado con mayor auge la conservacion de gametos
obtenidos del epididimo debido a que hay evidencia de sustancias a nivel epididimo que
causan modificaciones en la membrana del espermatozoide (Herndndez et al., 2012). Una de
estas sustancias es la inmovilina, una glicoproteina con alto peso molecular que aumenta la
viscosidad del fluido epididimario y por lo tanto reduce la movilidad del espermatozoide
(Hernandez et al., 2012, Monteiro et al., 2011). También se plantea una inhibicion de la
actividad de la fosfodiesterasa y cambios en los niveles de AMP ciclico, que en conjunto
ayudan a proporcionar una mayor resistencia al choque frio, en comparacién con el
espermatozoide obtenido de eyaculado, demostrando asi mas resistencia a los

procedimientos de refrigeracion y congelacion (Hernandez et al., 2012).
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

3.1 Hipétesis

El tiempo de almacenamiento post-mortem modifica la presencia y distribucion de
carbohidratos membranales y Ca** en espermatozoides epididimarios en fresco y

criopreservados.

3.2 Objetivos

3.2.1 General

Describir el efecto del almacenamiento post-mortem en espermatozoides
epididimarios en fresco y criopreservados en la presencia y distribucion de carbohidratos

2+
membranales y Ca™".

3.2.2 Especificos

1. Determinar los pardmetros espermaticos basicos en las diferentes condiciones de
almacenamiento.

2. Evaluacion de la presencia y distribucion de carbohidratos membranales en las
diferentes condiciones de almacenamiento.

3. Evaluacion de la presencia y distribucion de Ca2+ en las diferentes condiciones

de almacenamiento.
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3.3 Materiales y método

3.3.1 Material biolégico

3.3.1.1 Animales

Se obtuvo testiculos de 33 caballos machos adultos criollos destinados a sacrificio, el
tamafio de muestra fue calculado a partir de un estudio piloto (n=13) donde el grupo control

lo conformaron 6 muestras, con una ¥=31.666 y S*=18.348 para movilidad progresiva y se

utiliz6 la formula: n = 2(Za-|;+ﬁ)252

Donde:

Za: valor de Cuadros bilateral (1.96)

ZB: valor de Cuadros de potencia de prueba (0.842)
S*: varianza del grupo control

d: precision

Con un nivel de confianza del 95%, una potencia de prueba de 0.80 y una precision
de 3%.
Se seleccionaran aquellos caballos con edades de entre 3 a 15 afios, calculada por

observacion de piezas dentarias permanentes y el desgaste de éstas (FAO, 1995).

3.3.1.2 Ubicacion

La obtencion de material biologico se realizd en un rastro en Rio Frio, Estado de
México, en el municipio de Ixtapaluca (19°21'09"N 98°40'11”0), a una altitud de 3,000
metros sobre el nivel del mar. Donde el clima es templado subhimedo, con lluvias en
verano, temperatura media del mes mas frio inferior a 18°C, pero superior a -3 °C; la
precipitacion del mes mas seco es menor a 40 mm.

El rastro recibe caballos, mulas y asnos, de lunes a viernes, provenientes de
Veracruz, Tabasco y Puebla, en diferentes tipos de transportes con una densidad promedio de
0.88 m*/caballo y una duracién promedio de transporte de 12.6 horas. El espacio que tiene la
funcion de corral de estancia tiene un area de 490.12 m” que puede albergar hasta 280
caballos. No se les ofrece agua ni alimento en ningiin momento de su estancia en rastro.

Los animales son aturdidos por medio de un golpe contuso en la zona frontal del
craneo con un martillo de 2 kg de peso sin una distancia especifica de fuerza, después de que
los caballos caen por el golpe de aturdimiento, son desangrados por degiielle en un periodo

que no dura mas de 5 minutos.
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3.3.1.3 Obtencion y transporte del material biologico

La obtencion de material bioldgico se realizd, inmediatamente después de ser
sacrificados los animales (Martinez-Pastor et al., 2006), realizando diseccion de la bolsa
escrotal y orquidectomia a nivel del plexo pampiniforme; ambos testiculos fueron colocados
en bolsas de polietileno, con 20 ml de solucion salina al 0.9% estéril. La fecha y hora de
muerte, coleccion y refrigeracion fueron anotados en cada bolsa. Las muestras se
transportaron al laboratorio de Bioquimica de la Reproduccion en la UAM-Xochimilco en
una caja de poliestireno, con refrigerantes manteniendo una temperatura de 4-5 °C
(Hernandez et al., 2012), monitoreada con un termometro digital infrarrojo (Microlife® NC

100).

3.3.2 Recuperacion de espermatozoides epididimarios

Una vez en laboratorio las muestras fueron seleccionadas por muestreo aleatorio
simple sin reemplazo para ser asignadas a alguno de los grupos de refrigeracion 2, 24, 48, 72
y 96 horas, donde de acuerdo al grupo asignado fueron las horas que los testiculos
permanecieron en un refrigerador a 4 °C.

Una vez cumplido el tiempo de refrigeracion de cada grupo, los testiculos fueron
diseccionados aislando el conducto deferente y la cola del epididimo para la obtencion de
espermatozoides por técnica de cortes y flotacion (Martinez-Pastor et al., 2006), colocando
lo obtenido de los dos testiculos en un tubo coénico de 15 ml con 5 ml de medio base EDTA

Glucosa (Cuadro 2) (Olaciregui et al., 2014).

Cuadro 2. Composicion del medio base EDTA glucosa

Compuesto mM
C¢H 1,04 322.20
EDTA disédico 9.93
Na;C¢Hs0, 12.58
NaHCO; 14.28
pH 6.5

(Olaciregui et al., 2014, Clulow et al., 2008)

3.3.3 Evaluacion espermatica basica

Las evaluaciones espermaticas se realizaron en dos momentos del disefio, 1) al
cumplir su tiempo de refrigeracion asignado y posterior a la obtencion de espermatozoides, y

2) al ser descongelados los espermatozoides, después del proceso de criopreservacion; en
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ambos casos las muestras fueron evaluadas después de una incubacién de 10 minutos a 37

°C.

3.3.3.1 Movilidad total y progresiva

Una alicuota en un portaobjetos de 10 pl de muestra se observo bajo un microscopio
optico y un objetivo de 20X, para evaluar la movilidad total y progresiva, expresada en
porcentajes (Clulow et al., 2008). Se utilizé un sistema de observacion subjetivo, estimando
la proporcion total de espermatozoides con movilidad total (curvilinea, lenta y sin
desplazarse) y la movilidad progresiva equivalente a un movimiento rectilineo y rapido

(Clulow et al., 2008, Toro, 2009).

3.3.3.2 Viabilidad

Se determind utilizando solucion eosina-nigrosina (Hernandez ef al., 2012, Jiménez
et al., 2003, Hewitt et al., 2001, Olaciregui et al., 2014, Rodriguez-Almeida et al., 2008), en
una dilucion 1:1 (v/v) con la solucion de tincion (5% eosina y 10% nigrosina en medio
EDTA glucosa) y se realizo un frotis en un portaobjetos (Olaciregui ef al., 2014). Evaluando
100 células en un microscopio Optico en objetivo 40X (Hernandez et al., 2012, Jiménez et
al., 2003) donde las células no tefidas fueron clasificadas como vivas (Olaciregui et al.,

2014). El resultado se expres6 en porcentaje.

3.3.3.3 Morfologia

Se analiz6 bajo un microscopio optico, con aceite de inmersion a 100X (Cary et al.,
2004, Clulow et al., 2008, Hernandez et al., 2012) usando tincion de eosina-nigrosina (Cary
et al., 2004, Clulow et al., 2008, Hernandez et al., 2012, Hewitt et al., 2001, Jiménez et al.,
2003, Rodriguez-Almeida et al., 2008). Analizando 100 células espermaticas y las
anormalidades tanto de tipo primarias como secundarias, los resultados fueron expresados en

porcentajes.

3.3.3.4 Concentracion espermdtica

La concentracion de espermatozoides se hizo con un hemocitometro de Neubauer;
donde una pipeta de Thomas para gloébulos blancos fue llenada hasta la marca de 0.5 con la
muestra espermatica y después con solucion salina al 0.9% hasta la marca de 1.1 (Lucio et
al., 2009, Lucio ef al., 2013). Después de una agitacion vigorosa, se llenaron ambos lados de
la camara de Neubauer con 10 pl de la solucidon para hacer el recuento bajo un objetivo del
microscopio optico de 20-40X (Cary et al., 2004, Clulow et al., 2008, Hewitt et al., 2001).

Contando en el cuadrante central los espermatozoides cuyas cabezas estén dentro de la
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cuadricula central en cinco cuadrados (Toro, 2009) de ambas camaras para obtener el

promedio de ambas (Cano y Felipe, 2013).

Ya que se tuvo el total de células se aplico la siguiente formula:

Ex250,000

Ezp = )
Donde:

E= nimero de espermatozoides contados
C= numero de cuadros contados

D= factor de dilucion (1/10)

Obteniendo el recuento de espermatozoides por ml.

3.3.4 Evaluacion de la actividad de calcio

Para evaluar la actividad de calcio en espermatozoides, se utilizd Clortetraciclina
(CTC), dicha solucion (750 mM CTC en 322.20 mM C¢H,0¢, 9.93 mM CoH;6N,Os, 12.58
mM Na;C¢HsO7; y 14.28 mM NaHCO;) fue preparada y el pH ajustado a 6.5 con NaOH
(IN), se incubd a 37°C y protegioé de la luz (Chamberland et al., 2001, Merino et al., 2004,
Rodriguez-Almeida et al., 2008). Para el ensayo se colocaron 5 ul de la soluciéon de CTC y 5
ul de la muestra en un portaobjetos atemperado y se realizé un frotis, protegiéndolo siempre
de la luz, para ser evaluado inmediatamente.

Por cada muestra se evaluaron 100 espermatozoides utilizando un microscopio de
epifluorescencia Olympus BX51 (AccesoLab, México), con un filtro V-2A (400-450 nm de
excitacion y 470 nm de emisiéon) con objetivo 100X, utilizando una camara digital
EvolutionVF Color Cooled y el programa Image-Pro® Plus (Media Cybernetics, Inc,
Rockville, MD) para la captura de imagenes.

Fueron clasificaron de acuerdo a la zona de fluorescencia en: T, con fluorescencia
uniforme en toda la cabeza, lo que indicé espermatozoides no capacitados con acrosoma
intacto; A, libre de fluorescencia en la region post acrosomal que indicd espermatozoides
capacitados con el acrosoma intacto; PA, con fluorescencia en la region postacrosomal o
region ecuatorial, que indica reaccion acrosomal; y SF: cabeza libre de fluorescencia, lo que
significd espermatozoide capacitado con reaccién acrosomal (Rodriguez-Almeida et al.,

2008)
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3.3.5 Evaluacion de la distribucion de acido sidlico, N-acetilglucosamina y residuos

de manosa y galactosa en la membrana espermatica

Se utilizaron dos lectinas conjugadas a isotiocinato de fluoresceina (FITC): Triticum
vulgaris agglutinin (WGA), especifica de acido sialico y N-acetilglucosamina (Jiménez et
al., 2003, Sinowatz y Friess, 1983) y Pissum Sativum agglutinin (PSA), especifica para
residuos de manosa y galactosa (Ghitescu y Robert, 2002), del laboratorio Sigma (St Louis,
Mo). Ambas lectinas fueron diluidas en medio TRIS (239.39 mM TRIS 1 M, 70.26 mM
CsHgO7, 69.38 mM C¢H,04); WGA a una concentracion <50pg/ml y PSA a <20ug/ml a un
pH de 6.8, de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

Se realiz6 la técnica propuesta por Jiménez et al. (2003) modificada donde se
incubaran por 20 minutos en incubadora de CO* a 37 °C: 5 pl de muestra, 15 pl de medio
base y 5 ul de lectinas. Se centrifugaron por 1 min (Numak®, 2098, Argentina) a una fuerza
de centrifugacion de 5000 x g, para eliminar el sobrenadante y fijar con 30 pl de metanol.

Una alicuota de los espermatozoides marcados con lectina fueron observados con un
microscopio con sistema de epifluorescencia bajo un objetivo de 100X e iluminacion
excitacion de 494 nm y emision a 520 nm, se contaron 100 células para observar la region
fluorescente, y los patrones presentes; se determind la proporcion en porcentaje de

espermatozoides identificados con cada patron.

3.3.6 Proceso de criopreservacion

La muestra fue diluida para ajustar una concentracién espermatica de 100 x 10°
Ezp/ml (Hernandez et al., 2012, Martinez-Pastor et al., 2006, Monteiro et al., 2011) y se
adicion6 20% (v/v) de yema de huevo y como crioprotector penetrante 5% (v/v) de
Dimetilformamida (DMF) (Olaciregui et al., 2014), después de un periodo de equilibrio de
30 minutos se llenaron pajillas de 0.5 ml previamente enfriadas (5° C), para ser congeladas
en vapores de nitrogeno (4 cm de distancia de nitrogeno liquido por 10 min ~-70 °C/min) y
después almacenadas en nitrégeno liquido a -196 °C hasta su analisis (Hernandez et al.,
2012, Olaciregui et al., 2014, Bruemmer et al., 2002a, Papa et al., 2008, Cary et al., 2004).

A las 4 semanas de congelacion, las muestras fueron descongeladas colocandolas a
37 °C en bafio maria por 30 seg (Cary et al., 2004, Clulow et al., 2008, Hernandez et al.,
2012, Rodriguez-Almeida et al., 2008) y transferidas a tubos plasticos de 1.5 ml

incubandolas a 37°C durante su nueva evaluacion (Monteiro et al., 2011, Papa et al., 2008).

3.3.7 Analisis estadistico

Se evaluaron las caracteristicas de los espermatozoides al cumplir el tiempo de

refrigeracion en horas (2, 24, 48, 72 y 96 horas) y posterior a la descongelacion; se
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obtuvieron estadisticos descriptivos de cada evaluacidon en porcentajes y fueron expresados
como medias + desviacion estandar. Se realizé prueba de Shapiro Wilk para normalidad y
de Levene para homocedasticidad; si se encontré evidencia estadistica para poder modelar
los datos de forma normal se aplico una prueba de analisis de varianza ANOVA de una via
para los tratamientos, siguiendo el modelo matematico:

Yig=pu+14j+ €4

De encontrarse diferencias significativas se utilizd6 una prueba de Tukey para la
diferencia de medias.

Para saber si habia diferencias significativas antes y después del proceso de
criopreservacion se realizé una prueba t de Student para muestras pareadas.

En caso de que no se encontrara evidencia estadistica suficiente que indicara que los
datos se pudieran modelar de forma normal se utilizé una prueba de Kruskal Wallis para la
comparacion de medias de los tratamientos y una prueba de Wilcoxon para las diferencias
antes y después de congelar.

Todas las pruebas estadisticas se hicieron con un nivel de significancia de p<0.05. Se

utilizo el programa estadistico RStudio® Version 1.0.136 — © 2009-2015 para Macintosh.
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3.4 Diseiio experimental
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CAPITULO 4. RESULTADOS

4.1 Evaluacion espermatica basica

En el cuadro 3 se observan los resultados de peso de testiculos, los cuales tuvieron
en promedio 124.41 £ 44.94 g; del epididimo completo de 16.46 £3.46 gy de 5.71 £ 1.41 g

en la cola del epididimo (Cuadro 3).

Cuadro 3. Peso post-mortem promedio (g) de testiculo, epididimo y cola epididimaria equinos

PT ED CD
Media % + EE 124.413 +£7.823 16.463 +0.602 5.705 +£0.245
Desviacion estindar 44937 3.460 1.410
Minimo 11.555 9.311 3.389
Maximo 210 22.695 9.029
PT = Peso total del testiculo con cpididi pleto y 3 cm de conducto deferente; ED = Peso del epididimo completo con 3 cm de

conducto deferente; CD = Peso de la cola del epididimo con 3 cm de conducto deferente.

4.1.1 Movilidad total y progresiva

En espermatozoides obtenidos de epididimo después de cumplir el tiempo de
refrigeracion se puede apreciar un patron descendente a mayor tiempo de refrigeracion en
movilidad total y progresiva, tanto antes como después del proceso de congelacion; la
movilidad total fue en promedio de 68.33% = 6.01 (media = EE), 48.75% =+ 8.54, 28.67% +
13.38, 29.17% =+ 12.41 y 17.86% + 7.55 a las 2, 24, 48, 72 y 96 horas de refrigeracion
respectivamente; con un minimo/maximo de 50/80, 10/80, 0/70, 0/80 y 0/50 porciento para
los mismos tiempos (Cuadro 4). No se encontré evidencia estadistica suficiente (p<0.05)
para decir que los datos se pudieran modelar de forma normal por lo que se realiz6é prueba de
Kruskal Wallis encontrandose diferencias significativas entre los espermatozoides
refrigerados 2 horas y los que permanecieron 48, 72 y 96 horas, siendo menor en estos tres
grupos; no se aprecia diferencia entre refrigerar 24, 48 o 72 horas en la movilidad total, ni
entre hacerlo 72 o0 96 horas (p<0.05).

Al evaluar la movilidad progresiva se encontrd un porcentaje de 36.67 + 7.60, 24.38
+ 7.04, 16.67 + 9.19, 20.33 £ 9.87 y 8.86 + 5.47 a las 2, 24, 48, 72 y 96 horas de post-
mortem respectivamente; con un porcentaje minimo/maximo de 20/70, 0/60, 0/50, 0/60 y
0/40 en los mismos tiempos (Cuadro 4). No se encontré evidencia estadistica suficiente
(p<0.05) para decir que los datos se pudieran modelar de forma normal por lo que se realizo

prueba de Kruskal Wallis encontrando diferencias significativas entre la movilidad
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progresiva de espermatozoides refrigerados 2 y 96 horas (p<0.05), siendo menor en este
ultimo grupo.

Después del proceso de congelacion se observé un descenso de la movilidad
espermatica de mas del 50% en la mayoria de los tratamientos (Cuadro 5), obteniéndose para
la movilidad progresiva minimos de cero para todos los tratamientos y maximos de 10, 30, 5,
30 y 5% en los grupos de 2, 24, 48, 72 y 96 horas post-mortem respectivamente,
encontrandose diferencias significativas (p<0.05) en el grupo de tratamiento de 96 horas
mostrando un menor porcentaje de espermatozoides con movimiento progresivo en
comparacion con los grupos de 2, 24 y 72 horas, las mismas diferencias se encontraron para
la movilidad total espermatica.

El analisis de t-Student mostr6é diferencias significativas (p<0.05) en la media de
movilidad total en los grupos de 2 y 24 horas post-mortem antes y después del proceso de
criopreservacion (Figura 4), con una disminucion importante de los porcentajes de
espermatozoides moviles, en comparacion de la movilidad progresiva, donde solo se

encontro diferencia en el grupo de 2 horas, disminuyendo a valores cercanos a 5%.
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Figura 4. Grafico de la movilidad total y progresiva de espermatozoides epididimales equinos a diferentes horas postmortem
en fresco y después del proceso de criopreservacion. A) Grdfico del porcentaje de movilidad total, que muestra el descenso a
mayor horas postmortem en espermatozoides obtenidos en fresco, a diferencia de los evaluados postcriopreservacion que
muestra un descenso a las 48 y 96 horas; B) Grafico del porcentaje de movilidad progresiva, que muestra el mismo patrén que
el grdfico A. Literales diferentes en cada evaluacion (fresco o criopreservado) y presencia de asteriscos en los tiempos de
evaluacion, muestran diferencias significativas (p<0.05).
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Cuadro 4. Media porcentual (£ EE) y desviacion estandar de caracteristicas espermdticas basicas en espermatozoides
epididimarios equinos diluidos en medio EDTA-GLUCOSA en fresco a diferentes horas post-mortem.

MP MT VIA

Tx Media % + EE DE Media % + EE DE Media % + EE DE
2 h (n=6) 36.67 + 7.60° 18.62 68.33 +6.01° 14.72 79.67 + 1.54° 3.78
24 h (n=8) 24.38 + 7.04% 19.90 48.75 + 8.54% 24.16 90.25 + 1.00° 2.82
48 h (n=6) 16.67 +9.19* 22.51 28.67 + 13.38" 32.78 78.17 + 4.24° 10.38
72 h (n=6) 20.33 +9.87" 24.18 29.17 +12.41% 30.40 73.00 + 3.42° 8.37
96 h (n=7) 8.86 +5.47° 14.46 17.86 + 7.55° 19.97 70.71 +5.29° 14.01

MP= movilidad progresiva, MT= movilidad total, VIA= espermatozoides vivos, EE= error estindar, DE= desviacion estandar. Valores con diferentes letras en la
misma columna muestran diferencias significativas (P < 0.05).

Cuadro 5. Media porcentual (= EE) y desviacion estandar de caracteristicas espermdaticas bdasicas en espermatozoides
epididimarios equinos Post-criopreservados, diluidos en medio EDTA-GLUCOSA y 5% de DMF, a diferentes horas post-
mortem.

MP MT VIA

Tx Media % + EE DE Media % + EE DE Media % + EE DE
2 h (n=6) 5.84£2.01° 4.92 14.50 + 4.35° 10.65 32.17 + 4.35% 10.67
24 h (n=8) 13.13 £4.22° 11.93 20.00 + 5.35° 15.12 42.50 + 3.84% 10.85
48 h (n=6) 3.33 +0.84" 2.07 8.33 +1.05® 2.58 30.84 + 5.42% 13.27
72 h (n=6) 10.00 + 4.28° 10.49 20.83 + 6.38° 15.63 49.17 +5.42° 6.52
96 h (n=7) 1.00 + 0.72° 1.91 2.43 +1.45° 3.82 25.71 +5.47° 14.48

MP= movilidad progresiva, MT= movilidad total, VIA= espermatozoides vivos, EE= error estandar, DE= desviacion estandar. Valores con diferentes letras en la
misma columna muestran diferencias significativas (P < 0.05).

4.1.2 Espermatozoides vivos

El mayor porcentaje de espermatozoides vivos se observd en espermatozoides
refrigerados por 24 horas con una media de 90.25% + 1 y un minimo/maximo de 86/94 %,
las otras horas de refrigeracion al igual que la movilidad, muestran un patréon descendente
entre mas tiempo pasen conservados a 4° C, con una media de 79.67 £ 1.54, 78.17 + 4.24,
73.00 = 3.42 y 70.71 £ 5.29 a las 2, 48, 72 y 96 horas respectivamente y un promedio
minimo/maximo de 35/85, 40/77, 57/84 y 58/79 en las mismas horas (Cuadro 4).

No se encontr6 evidencia estadistica (p<0.05) para decir que sus varianzas fueran
homogéneas, por lo que se realizoé una prueba de Kruskal Wallis para comparar las medias y
se encontrd diferencia significativa en el tratamiento de 24 horas y el resto de tratamientos
(p<0.05).

Después del proceso de congelacion se aprecid al igual que con la movilidad
espermatica un descenso de mas del 50% en la mayoria de los tratamientos a excepcion del
grupo que estuvo refrigerado por 72 horas cuyo descenso fue del 32.64% (Cuadro 5). Los
minimos encontrados fueron 21, 30, 20, 41 y 4% para los tratamientos de 2, 24, 48, 72 y 96
horas post-mortem respectivamente y maximos de 46, 66, 54, 59 y 44% para los mismos
tratamientos, con diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos de 72 y 96 horas. Se
pudo observar diferencias (p<0.05) en todos los grupos de tratamiento antes y después del

proceso de criopreservacion (Figura 5).
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Figura 5. Grdfico del porcentaje de espermatozoides vivos obtenidos de epididimo a diferentes horas postmortem antes y
después del proceso de criopreservacion. Literales diferentes en cada evaluacion (fresco o criopreservado) y presencia de
asteriscos en cada grupo de tratamiento indica diferencias significativas (p<0.05).

4.1.3 Morfologia espermatica

La morfologia de los espermatozoides fue normal en mas del 62% de los
espermatozoides en todos los tratamientos y no se apreciaron diferencias significativas,
siendo el grupo de 72 horas post-mortem el que mayor porcentaje de normalidad presentd
(Cuadro 6). Se encontré un minimo de espermatozoides normales de 35, 24, 40, 57 y 58%
para los tratamientos de 2, 24, 48, 72 y 96 horas respectivamente y un maximo de 85, 93, 77,
84 y 79% para las mismas horas. No se encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre

los tratamientos.

Cuadro 6. Media procentual (£ EE) de la morfologia de espermatozoides epididimarios equinos frescos a diferentes tiempos
post-mortem, diluidos en medio EDTA-GLUCOSA.

Tx Normal Anormalidades Primarias Anormalidades Secundarias
Media GC DCa Macro Micro CoD CoE CaD Glo
% + EE % + EE % + EE

2h 67.0+7.59 22.7 + 6.74™ 0.5+0.34  0.0+0.00 0.2+0.17 4.0+1.32 0.8+0.31% 45+1.18° 0.3+0.21
24h 623+7.87 30.8 +7.26" 0.0+0.00 04+0.18 0.9 +0.44 34+084  0.6+0.63° 1.6 + 0.46° 0.1 +0.13
48h 62.5+6.24 22.3 +5.55® 0.2+£0.17 0.2+0.17 1.7+1.28 6.3+2.94  42+250" 22+1.14% 0.5+0.50
72h 70.7+6.24 18.0 +4.52" 0.0+0.00  0.0+0.00 0.0 +0.00 6.0+ 1.24 1.5+0.50% 3.7+ 0.49™ 0.2+0.17
96h 67.7+2.66 12.3+1.89° 0.1+0.14 04+043 0.7 +0.29 9.4+298 2.7+0.92° 5.7+0.92° 0.8 +0.34

GC= gota citoplasmatica, DCa= doble cabeza, Macro= cabeza macroscopica, Micro= cabeza microscépica, CoD= cola doblada, CoE= cola enrollada, CaD=
cabeza desprendida, Glo= glok permia, EE= error estandar. Valores con diferentes letras en la misma columna muestran diferencias significativas (P <
0.05).
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Las anormalidades fueron clasificadas en primarias y secundarias, dentro de las
primeras se encontrd: 1) Gota citoplasmatica, 2) Doble cabeza, 3) Cabeza macroscopica, y 4)
Cabeza microscopica. Las anormalidades secundarias fueron: 1) Cola doblada, 2) Cola
enrollada, 3) Cabeza desprendida, y 4) Globozoospermia.

El total de anormalidades primarias en espermatozoides epididimarios equinos en
fresco representaron el 23.30, 32.00, 24.30, 18.00 y 13.60% para los tratamientos de 2, 24,
48, 72 y 96 horas de refrigeracion post-mortem respectivamente.

La anormalidad primaria que se encontr6 con mayor frecuencia fue: la presencia de
Gota citoplasmatica de localizacion caudal, en ambas evaluaciones (frescos y
postcriopreservados), aunque en menores porcentajes en espermatozoides descongelados
(Cuadro 6 y 7), donde en espermatozoides frescos se encontré un minimo de 7, 3,4, 5y 6%
para los mismos tratamientos respectivamente y un maximo de 50, 70, 45, 36 y 20%,
encontrandose diferencias significativas (p<0.05) entre los espermatozoides obtenidos de
testiculos refrigerados por 24 horas y los que estuvieron 96 horas y se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) entre el antes y el después de descongelar en todos los
grupos de tratamiento donde al descongelar los porcentajes de gota citoplasmatica
disminuyeron en mas del 50% en todos los casos a excepcion del tratamiento de 72 horas

post-mortem que descendio solo un 20.38% (Cuadro 7).

Cuadro 7. Media procentual (+ EE) de la morfologia de espermatozoides epididimarios equinos Post-criopreservados a
diferentes tiempos post-mortem, diluidos en medio EDTA-GLUCOSA y 5% de DMF.

Tx Normal Anormalidades Primarias Anormalidades Secundarias

Media GC DCa Macro Micro CoD CoE CaD Glo

% + EE % + EE % + EE
2h 77.8+£5.65" | 83+4.14 0.7+0.33* 0.0+ 0.00 1.5£09" | 7.5+1.09 1.0£037°  27+05%  0.7+0.49°
24h  765+235% | 11.5+1.18"  0.0+0.00° 0.1+0.13 2.4+0.68 | 6.0+1.58 0.6+038  24+071° 05+027°
48h  85.0+2.85 3.7+123° 0.0+0.00° 02+0.17 05+034" | 47+1.71 1.7£09™  22+095  22+0.65
72h  672+273° 14.3 +1.89° 0.0+0.00° 0.0+ 0.00 0.7+03" | 85+1.31 33+£09  48+1.1" 1.2+0.5%
96h  75.6+3.85" | 43+151° 0.0£0.00°  0.4+0.30 0.6+03" | 7.6+2.68 43+0.78"  59+0.77° 14+05%

GC= gota citoplasmatica, DCa= doble cabeza, Macro= cabeza macroscopica, Micro= cabeza microscopica, CoD= cola doblada, CoE= cola enrollada, CaD= cabeza
desprendida, Glo= globozoospermia, EE= error estandar. Valores con diferentes letras en la misma columna muestran diferencias significativas (P < 0.05).

Las anormalidades secundarias en los espermatozoides epididimarios equinos en
fresco representaron el 9.70, 5.80, 13.20, 11.30 y 18.70% para los tratamientos de 2, 24, 48,
72 y 96 horas respectivamente, donde las colas dobladas fue la anormalidad encontrada con
mayor frecuencia, seguida de cabezas desprendidas (Cuadro 6). A diferencia de las
anormalidades primarias solo se encontr6 diferencia (p<0.05) entre las medias, antes y
después de congelar, en el grupo de 72 horas post-mortem, con un mayor porcentaje de
frecuencia de estas anormalidades después de descongelar. Después del proceso de

congelacion se encontraron 11.80, 9.50, 10.70, 17.80 y 19.10% de anormalidades
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secundarias para los mismos tratamientos, donde las anormalidades mayormente encontradas
fueron las mismas que antes de congelar (Cuadro 7); en especifico para cada anormalidad
secundaria, solo se encontré6 diferencia (p<0.05) entre el antes y el después de descongelar en

la presencia de globozospermia en el grupo de 72 horas post-mortem.
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4.2 Actividad de calcio

En la evaluacion con Clortetraciclina (CTC) se encontraron cuatro patrones de
fluorescencia color verde brillante (Figura 6):

T: con fluorescencia uniforme en toda la cabeza;

A: libre de fluorescencia en la region post acrosomal;

PA: con fluorescencia en la region postacrosomal; y

SF: cabeza libre de fluorescencia.

Figura 6. Patrones de fluorescencia con CTC en espermatozoides epididimarios equinos obtenidos a diferentes horas post-
mortem. A: Fluorescencia verde brillante uniforme en toda la cabeza (T); B: Fluorescencia en region acrosomal (A); C:
Fluorescencia en region postacrosomal (PA); y D: Sin fluorescencia en la cabeza espermatica (SF).
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Cuadro 8. Media porcentual (= EE) y desviacion estandar de patrones de fluorescencia con clortetraciclina (CTC) en
espermatozoides epididimarios equinos diluidos en medio EDTA-GLUCOSA en fresco a diferentes horas post-mortem.

T T A PA SF
X Media % + EE  DE Media % =+ EE DE Media % + EE  DE Media % =+ EE DE
2h(n=6)  79.00 + 7.08" 1733 433+2.64 6.47 5.33 £2.59° 6.35 11.33 +5.28° 12.93
24 h 16.88+4.42° 1250  1.38+1.38 3.89 42.13+7.87° 2225 39.63 = 7.41° 20.97
(n=8)

48 h 58.67+4.93" 12.08  3.50+1.96 481 24.83+6.78"  16.62 13.00 = 3.06 7.48
(n=6)

72 h  28.33+6.05° 14.83 1.50 £ 1.50 3.67 32.83£6.35"  15.55 37.33+£4.70° 11.50
(n=6)

96 h 12.00+3.09°  8.19 0.57 +0.57 1.51 43.00 + 3.82° 10.10 44.43 +4.73 12.51
(n=7)

T= fluorescencia en toda la cabeza, A= fluorescencia solo en acrosoma, PA= flurescencia solo en regién postacrosomal, SF= sin fluorescencia, EE= error
estandar, DE= desviacion estandar. Valores con diferentes letras en la misma columna muestran diferencias significativas (P < 0.05).

Como se puede apreciar en la Cuadro 8, para espermatozoides en fresco el patron
con mayor frecuencia fue el “T”, guardando una relacion inversa proporcional con el patron
de fluorescencia “PA” y el “SF”. Ademas son evidentes las diferencias significativas
(p<0.05) en los patrones “T” y “SF” donde el primero tienen mayor frecuencia en los grupos
de 2 y 48 horas, que el resto de los tratamientos y el patron “SF” tiene menor porcentaje en
estos grupos.

Después del proceso de congelacion el patron “T” descendid en los tratamientos de
2, 48 y 72 horas post-mortem 48.49% en promedio y los otros dos tratamientos aumentaron
en 104.80% en promedio, estos descensos se dieron en relacion con el aumento en los
patrones “PA” y “SF”. Con diferencias significativas (p<0.05) solo en el patron “SF” en el
tratamiento de 2 horas presentandose en menor frecuencia que el resto (Cuadro 9).

La comparacion entre el antes y el después de criopreservar mostrd en el grupo de 2
horas post-mortem diferencia en el patron T y PA, con un descenso del 52% en el patron T y
un aumento de 800% en el patron PA, al descongelar, efecto parecido también fue observado
en el grupo de 48 horas (descenso del 60% del patron T e incremento de 65% en PA) y 72
horas (descenso del 42% del patron T e incremento de 37% en PA) aunque este Gltimo sin

ser significativo (p>0.05) (Figura 7).

Cuadro 9. Media porcentual (= EE) y desviacion estandar de patrones de fluorescencia con clortetraciclina (CTC) en
espermatozoides epididimarios equinos Postcriopreservados a diferentes horas post-mortem diluidos en medio EDTA-

GLUCOSA y 5% de DMF.
T A PA SF

Tx Media % + EE  DE Media % + EE DE Media % + EE  DE Media % + EE DE
2 h (n=6) 37.50+3.36 8.24 0.00 £+ 0.00 0.00 48.00 £5.20 12.74 14.50 +2.29° 5.61
24 h 30.75+5.76 16.30 1.25+0.90 0.90 35.38 £4.74 13.39 32.63 +£5.73° 16.20
(n=8)
48 h 23.33+8.77 21.49 0.00 £+ 0.00 0.00 41.00 £5.67 13.91 35.67 = 3.66° 8.96
(n=6)
72 h 16.50+1.54 3.78 0.33£0.21 0.21 44.83 £6.09 14.92 38.00 = 6.80° 16.67
(n=6)
926 h 27.29+8.63 22.84 0.57 £0.57 0.57 31.57+9.43 24.95 37.57+£9.20° 24.34
n=7)

T= fluorescencia en toda la cabeza, A= fluorescencia solo en acrosoma, PA= fluorescencia solo en region postacrosomal, SF= sin fluorescencia, EE= error
estandar, DE= desviacion estandar. Valores con diferentes letras en la misma columna muestran diferencias significativas (P < 0.05).
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Figura 7. Grdfico del porcentaje de frecuencia de los patrones fluorescentes encontrados en espermatozoides epididimales
equinos a diferentes tiempos postmortem marcados con CTC antes y después del proceso de criopreservacion. Todo=
fluorescencia en toda la cabeza espermatica, Acrosoma= fluorescencia solo en la zona acrosomal sin fluorescencia en el resto
de la cabeza, Postacrosoma= fluorescencia en region postacrosomal sin fluorescencia en zona apical, Nada= ausencia total de
Sfluorescencia. A) Grdfico que muestra los resultados en espermatozoides obtenidos en fresco; B) Grafico de la frecuencia
encontrada después del proceso de criopreservacion. Literales diferentes dentro del mismo grupo de tratamiento y presencia de
asteriscos en el mismo patron/grupo en grdficos A y B, indican diferencias significativas (p<0.05).
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4.3 Distribucion de carbohidratos membranales

4.3.1 Residuos de manosa y galactosa

El marcaje de espermatozoides con la lectina PSA-FITC mostré 7 patrones de

fluorescencia ( ):
SF: sin presencia de fluorescencia o fluorescencia casi imperceptible;
Acro: fluorescencia total o punteada en la region acrosomal;
AcroSC: Fluorescencia intensa en acrosoma sin cinturon ecuatorial evidente;
Post: Fluorescencia intensa en zona postecuatorial;
SCin: Fluorescencia en toda la cabeza con ausencia de esta en region ecuatorial;

Cin: fluorescencia solamente en region ecuatorial;

T: Fluorescencia uniforme o punteada en toda la cabeza

Figura 8. Patrones de fluorescencia con PSA-FITC en
espermatozoides  epididimarios — equinos  obtenidos a
diferentes horas post-mortem. A: Sin fluorescencia en toda la
cabeza (SF); B: Fluorescencia en region acrosomal (Acro); C:
Fluorescencia en region postacrosomal (Post); D: Sin
fluorescencia en cinturén ecuatorial (SCin); E: Fluorescencia
brillante en region ecuatorial (Cin); F: Fluorescencia brillante
en toda la cabeza; y G: Fluorescencia intensa en acrosoma sin
cinturén ecuatorial.
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El patron con mayor frecuencia encontrado antes del proceso de criopreservacion fue
“SF” (Cuadro 10), encontrandose diferencias significativas (p<0.05) entre el tratamiento de 2
horas y los grupos de 24 y 48 horas post-mortem, siendo menor el porcentaje en estos
grupos. El siguiente patron en frecuencia fue el de fluorescencia en el acrosoma.

Después del proceso de congelacion el patron “SF” aumenta su frecuencia en todos
los grupos siendo hasta mas del 200% en el grupo de 72 horas post-mortem, sin encontrar
diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos, situacion similar sucede con el
patron “T” con aumentos aun mayores (Cuadro 11).

Es evidente que después del proceso de congelacion los porcentajes de frecuencia de
los patrones con fluorescencia descienden o incluso desaparecen, mostrando diferencias
significativas (p<0.05) entre el antes y el después en algunos patrones y tratamientos
especificos (Figura 9), como es el caso del patron “AcroSC”, desapareciendo en todos los
grupos y el patron “SCin”; desaparece en el grupo de 2 y 24 h post-mortem; por lo tanto el
patron “SF” aumenta en relacion a estos descensos, aunque no de manera significativa
(p>0.05) para el grupo de 2 horas post-mortem, incluso en este mismo grupo es en el Gnico
que se puede apreciar un aumento significativo de frecuencia del patrén “Post” y “T”
después de descongelar, pues aunque en este ultimo patroén se pudo apreciar un aumento en
todos los tratamientos, excepto en el de 24 horas donde se tuvo un efecto contrario, s6lo en el

grupo de 2 horas se encontr6 significancia.

Cuadro 10. Media porcentual (= EE) de patrones de fluorescencia con lectina Pissum Sativum agglutinin conjugada a
isotiocinato de fluoresceina (PSA-FITC) en espermatozoides epididimarios equinos diluidos en medio EDTA-GLUCOSA en
fresco a diferentes horas post-mortem.

SF Acro AcroSC Post SCin Cin T

2 h (n=6) 66.3+17.33"  83+535° 6.3£6.33 0.3+0.21° 172+£11.4®  0.8+0.65 0.7+0.42°
24h(n=8)  30.8+12.55" 12.8+3.83" 0.3£0.25 14.6 +4.39®  9.1+3.67" 0.5+£0.50  32.0+10.33"
48h(=6)  392+6.27% 18.8 +7.22* 0.0 £ 0.00 28.8+9.14" 224138 1.7£0.56  9.3+3.74™
72h(n=6)  21.0+5.23" 455+ 1143  6.0+6.00 6.0 £1.59° 16.5+6.01° 23+1.80 2.7+0.92™
96h@m=7)  454+7.29"  20.9+5.96% 2.7+1.80 8.3+2.38" 16.9 +3.81° 02+0.14 57+1.74"

SF= sin fluorescencia, Acro= fluorescencia solo en acrosoma, AcroSC= fluorescencia intensa en acrosoma, con ausencia en cinturén ecuatorial, Post=
fluorescencia solo en region postacrosomal, SCin= sin fluorescencia en cinturén ecuatorial, T= fluorescencia en toda la cabeza, EE= error estindar, Valores con
diferentes letras en la misma columna muestran diferencias significativas (P < 0.05).

Cuadro 11. Media procentual (= EE) de patrones de fluorescencia con lectina Pissum Sativum agglutinin conjugada a
isotiocinato de fluoresceina (PSA-FITC) en espermatozoides epididimarios equinos Postcriopreservados a diferentes horas post-
mortem, diluidos en medio EDTA-GLUCOSA y 5% de DMF.

SF Acro AcroSC Post SCin Cin T
2h(n=6) 74.50+3.65 7.67+1.86 0.00 = 0.00 5.67+1.82°  0.00£0.00°  0.00+0.00° 12.17+3.98
24 h 74.75+4.97 7.13 £3.06 0.00 + 0.00 1.25+0.45°  0.00+0.00° 0.13£0.13°  16.75+5.20
(n=8)
48 h 7133+596  7.17+4.80 0.00£0.00  633+1.31° 0.50£022°  050+022" 14.17+2.98
(n=6)
72 h 81.17+394  6.50+1.20 0.00 + 0.00 433+0.76"  0.67+0.67" 02+0.17"  17.17+3.61
(n=6)
96 h 74.57+10.54  7.00+3.60 0.00 + 0.00 429+228"  0.86+0.86™  0.00+0.00° 13.29+8.07
(n=7)

SF= sin fluorescencia, Acro= fluorescencia solo en acrosoma, AcroSC= fluorescencia intensa en acrosoma, con ausencia en cinturén ecuatorial, Post=
fluorescencia solo en regiéon postacrosomal, SCin= sin fluorescencia en cinturén ecuatorial, Cin= fluorescencia solo en cinturén ecuatorial, T= fluorescencia en
toda la cabeza, EE= error estindar, Valores con diferentes letras en la misma columna muestran diferencias significativas (P < 0.05).
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Figura 10. Grdfico de frecuencia (%) de los patrones de fluorescencia con lectina PSA-FICT en espermatozoides epididimales
equinos obtenidos a diferentes horas postmortem, antes y después del proceso de criopreservacion. A) Frecuencia de patrones
antes de congelar,; B) Frecuencia de patrones post-descongelacion. Literales diferentes dentro del mismo patrén y presencia de
asteriscos en el mismo grupo de tratamiento/patron en grdficos A y B, indican diferencias significativas (p<0.05).
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4.3.2 Acido sialico y N-acetilglucosamina

El marcaje de espermatozoides con la lectina WGA-FITC mostré 8 patrones
fluorescencia ( ):

SF: sin presencia de fluorescencia o fluorescencia casi imperceptible;

Acro: fluorescencia total o punteada en la region acrosomal,

AcroSC: Fluorescencia intensa en acrosoma sin cinturon ecuatorial evidente;

AptC: Fluorescencia punteada en acrosoma con cinturén ecuatorial intenso;

Post: Fluorescencia intensa en zona postecuatorial;

SCin: Fluorescencia en toda la cabeza con ausencia de esta en region ecuatorial;

Cin: fluorescencia solamente en region ecuatorial;

T: Fluorescencia uniforme o punteada en toda la cabeza

Figura 10. Patrones de fluorescencia con
WGA-FITC en espermatozoides
epididimarios  equinos  obtenidos a
diferentes horas post-mortem. A: Sin
fluorescencia en toda la cabeza (SF); B:
Fluorescencia en regién acrosomal
(Acro); C: Fluorescencia intensa en
acrosoma sin presencia de ésta en region
ecuatorial (AcroSC); D: Fluorescencia
punteada en acrosoma con presencia de
fluorescencia tenue en region ecuatorial
(AptC); E: Fluorescencia en region
postacrosomal (Post); F: Sin fluorescencia
en cinturébn ecuatorial (SCin); G:
Fluorescencia  brillante en  region
ecuatorial  (Cin); H:  Fluorescencia
brillante en toda la cabeza.

de
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El patron con mayor frecuencia fue el que presentd fluorescencia en todo el
acrosoma, siendo mayor en los tratamientos de 2, 72 y 96 horas post-mortem (Cuadro 12) y
mostrando una relacion inversa con el patron “Post”, “Cin” y “T”.

Después del proceso de congelacion el patron “Acro” continuo siendo el que mayor
frecuencia presento, teniendo un incremento respecto a los valores anteriores en los grupos
de 2, 24 y 48 horas, de hasta un 31% en el grupo de 24 horas; y un descenso de sus valores
en los dos grupos restantes en promedio del 43%, con diferencias significativas (p<0.05)
entre los tratamientos de 2 y 72 horas post-mortem siendo menor en este ultimo grupo
(Cuadro 13).

.Antes del proceso de congelacion se puede observar un incremento gradual a mayor
tiempo post-mortem en el patron “Acro”, con porcentajes menores significativamente
(p<0.05) entre el grupo de 24 y 48 vs 72 y 96 horas, que después del proceso de
criopreservacion muestra un efecto inverso (Figura 11). Algunos patrones incluso
desaparecen después de dicho proceso (“AptC” y “AcroSC”), provocando el incremento del

patron “SF” de forma significativa (p<0.05).

Cuadro 12. Media porcentual (+ EE) de patrones de fluorescencia con lectina Triticum vulgaris agglutinin conjugada a
isotiocinato de fluoresceina (WGA-FITC) en espermatozoides epididimarios equinos diluidos en medio EDTA-GLUCOSA en
fresco a diferentes horas post-mortem.

Acro AcroSC AptC Post SCin Cin T
2 h (n=6) 45+2.09 502 +10.54™  34.5+10.85° 1.2+0.83° 6.7+2.73 3.0£2.61"  0.0+0.00° 0.0+ 0.00°
24h(n=8)  10.0+420  34.8+7.46° 0.5+0.50° 0.0 = 0.00° 16.8+6.77  18.1+6.87" 10.8+6.73% 9.2+221°
48 h (n=6) 15.0+£4.60  39.2+9.14° 0.0 = 0.00° 0.8 +0.83° 155+553  0.7+0.67° 23.7+10.72°  52+4.09°
72h(n=6)  8.5+2.17 63.8 = 4.96™ 0.0 = 0.00° 203 +£7.45  2.5+1.02 1.0£0.52®  2.7+136™ 1.2+0.79°
96 h (n=7) 14.1+£222  763+2.76" 1.7+ 1.41° 0.0 = 0.00° 4.9+1.35 0.3+0.29 0.6 £ 0.30% 2.1+0.80°

SF= sin fluorescencia, Acro= fluorescencia solo en acrosoma, AcroSC= fluorescencia intensa en acrosoma, con ausencia en cinturén ecuatorial,
AptC= fluorescencia punteada en acrosoma con cinturén ecuatorial intenso, Post= fluorescencia solo en region postacrosomal, SCin= sin
fluorescencia en cinturén ecuatorial, Cin= fluorescencia solo en cinturén ecuatorial, T= fluorescencia en toda la cabeza, EE= error estandar,
Valores con diferentes letras en la misma columna muestran diferencias significativas (P < 0.05).

Cuadro 13. Media porcentual (+ EE) de patrones de fluorescencia con lectina Triticum vulgaris agglutinin conjugada a
isotiocinato de fluoresceina (WGA-FITC) en espermatozoides epididimarios equinos Postcriopreservados a diferentes horas
post-mortem, diluidos en medio EDTA-GLUCOSA y 5% de DMF.

SF Acro AcroSC AptC Post SCin Cin T
2 h (n=6) 24.3 +£4.56 58.5+5.70° 0.0 +0.00 0.5+0.50 10.8 £2.23 1.3+0.61 1.5+0.72 3.0+ 1.26%
24 h (n=8) 17.5+5.59 45.5+3.64™ 1.8+ 1.15 0.1+0.13 18.4+£4.55 3.4+1.58 7.0 +2.41 6.4 +2.20°
48 h (n=6) 24.7+1.82 40.8 + 4.35™ 2.0+0.93 0.0 +0.00 24.2 +3.98 2.0+0.63 48+ 1.11 1.5+0.34°
72 h (n=6) 27.0 £ 6.37 383 +3.25° 0.0 +0.00 0.0 +0.00 23.5+4.86 5.7+2.55 0.2 +0.56 3.8+ 1.56™
96 h (n=7) 25.0 +£3.29 41.0 +4.23" 0.1+0.14 0.3+0.29 22.6+£2.53 1.1+0.55 3.7+1.36 6.1 +1.53"

SF= sin fluorescencia, Acro= fluorescencia solo en acrosoma, AcroSC= fluorescencia intensa en acrosoma, con ausencia en cinturén ecuatorial,
AptC= fluorescencia punteada en acrosoma con cinturén ecuatorial intenso, Post= fluorescencia solo en region postacrosomal, SCin= sin
fluorescencia en cinturén ecuatorial, Cin= fluorescencia solo en cinturén ecuatorial, T= fluorescencia en toda la cabeza, EE= error estandar,
Valores con diferentes letras en la misma columna muestran diferencias significativas (P < 0.05).
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Figura 12. Grdfico de frecuencia (%) de los patrones de fluorescencia con lectina WGA-FICT en espermatozoides
epididimarios equinos obtenidos a diferentes horas postmortem, antes y después del proceso de criopreservacion. A)
Frecuencia de patrones antes de congelar; B) Frecuencia de patrones post-descongelacion. Literales diferentes dentro del
mismo patrén y presencia de asteriscos en el mismo grupo de tratamiento/patrén en grdficos A y B, indican diferencias
significativas (p<0.05).
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CAPITULO 5. DISCUSION

Las técnicas de reproduccion asistida han sido una importante y moderna
herramienta que contribuye a los avances de la produccion animal, donde el semen de un
ejemplar de importancia genética puede ser utilizado para inseminar a varias hembras,
maximizando asi, la distribucion de genes favorables (Bailey et al., 2000, Salazar et al.,
2011, Gonzales et al., 2015), eliminando el contacto entre animales y asi el riesgo de
enfermedades de transmision sexual; ademas, la criopreservacion le agrega valor a estas
técnicas, facilitando el transporte a través de grandes distancias (Wilhelm ef al., 1996, Bailey
et al., 2000, Fayrer-Hosken er al, 2008), manteniendo la calidad en el semen y la
preservacion de germoplasma atn después de la muerte del animal (Bailey et al., 2000,
Monteiro et al., 2013), que con el uso de espermatozoides epididimarios se nos ve permitido
aun después de la castracion o muerte del animal, como alternativa para obtener gametos
cuando no fue posible recolectar semen (Monteiro et al., 2011, Monteiro et al., 2013,
Hernandez et al., 2012, Heise et al., 2011).

Aunque la criopreservacion de gametos se ha convertido en una importante
herramienta para la reproduccion asistida (Olaciregui et al., 2014, Salazar et al., 2011,
Hernandez et al., 2012), y para el sector lechero el desarrollo de ésta parece haberse
estabilizado en una gran industria mundial (Bailey et al., 2000, Salazar et al., 2011), para
algunos mamiferos esto no es asi, debido al gran numero de espermatozoides aparentemente
infértiles después de congelar y descongelar (Bailey er al, 2000, Salazar et al., 2011,
Schembri et al., 2002), siendo el motivo por el cual, por mucho tiempo, la mayoria de las
asociaciones internacionales de razas equinas no permitieron el uso de semen congelado
(Wilhelm et al., 1996, Olaciregui et al., 2014). Sin embargo, en casos donde se recupere el
material genético por espermatozoides epididimarios, es poco probable que existan hembras
listas para inseminar en ese momento, por lo tanto, estos espermatozoides deberan ser
congelados, para poderlos conservar por un periodo de tiempo indefinido (Armas et al.,
2011).

Adicionalmente, en la actualidad la demanda de semen equino criopreservado ha ido
en aumento y se ha iniciado una busqueda por entender los cambios espermaticos durante
este proceso, y asi mejorar las técnicas de preservacion como en otras especies se ha hecho
(Wilhelm et al., 1996, Olaciregui et al, 2014), dirigiendo las investigaciones a la
preservacion de espermatozoides epididimarios para prevenir la perdida de genética
(Monteiro et al., 2011), y aunque, aun no se ha desarrollado una técnica de criopreservacion
satisfactoria (Bailey et al., 2000), debido a la gran variabilidad individual que esta especie
presenta (Olaciregui et al., 2014, Bruemmer et al., 2002a), la busqueda de técnicas de

congelacion y composicion de diluyentes continua, incluso buscando protocolos para
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refrigerar los testiculos, después de orquidectomia o muerte, como una ventana de
oportunidad para la conservacion de germoplasma incluso en especies en peligro de
extincion.

Dado que, el epididimo tiene la funcién de almacenar espermatozoides hasta la
eyaculacion, lo vuelve una estructura que nos permite recuperar un gran numero de células,
incluso mayor que cuando es por eyaculado, usando una vagina artificial (Monteiro et al.,
2011, Olaciregui et al., 2014, Hernandez et al., 2012). En el presente trabajo se obtuvo una
concentracion similar a la reportada por otros autores que utilizaron lavado retrogrado para la
obtencion de espermatozoides (Gonzales ef al., 2015, Hernandez et al., 2012) o del obtenido
por eyaculado (Clulow et al., 2008), aunque menor que la reportada por Cary et al. (2004),
usando la misma técnica que la utilizada en este trabajo, esto quizas se deba a la misma
técnica en si, pues aunque es un método efectivo, los cortes permitieron la obtencion de
espermatozoides que se encontraban en los conductos seccionados unicamente, no se dio un
periodo de flotacion y no se tuvo acceso a todo el reservorio de espermatozoides, aun asi, la

concentracion obtenida se considera aceptable y el método de obtencion es sencillo y rapido.

5.1 Caracteristicas espermaticas basicas

La morfologia espermatica es importante para mantener altos valores de fertilidad en
el equino, pues altos porcentajes de normalidad mantienen la movilidad y capacidades del
espermatozoide en condiciones Optimas para una correcta fertilizacion (Jasko et al., 1990),
sin embargo, los resultados sobre esta caracteristica son contradictorios, algunos autores han
observado que espermatozoides de eyaculado muestran mayor porcentaje de malformaciones
que los obtenidos de epididimo (Monteiro et al., 2011), mientras que otros reportan lo
contrario (Heise ef al., 2011), hay estudios previos que reportan porcentajes de morfologia
normal en espermatozoides obtenidos de epididimo por técnica de flotacion en menor
frecuencia que los encontrados en el presente trabajo (Cary et al., 2004) y otros reportan
mayores porcentajes que los que nosotros pudimos observar (Hernandez ef al., 2012).

En lo que si se encuentra concordancia es que, se han reportado diferencias
significativas en la morfologia normal de espermatozoides de equinos antes y después de
congelar (Clulow et al., 2008, Hernandez et al., 2012, Heise et al., 2011), con porcentajes
similares a los que nosotros exponemos aqui (Hernandez et al, 2012), en toros la
morfometria indica que, después de criopreservar hay reduccion del tamafio de la cabeza
comparada con los que no han sido congelados, posiblemente siendo el reflejo de una
modificacion permanente de la arquitectura membranal (Bailey et al., 2000).

La morfologia espermatica se modifica en criopreservacion por haber mayor

reactividad de membrana, y aunque esta dado por una variabilidad individual, hay que tener
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en cuenta que cada estructura espermatica tiene una susceptibilidad especifica a la
criopreservacion (Blottner ef al., 2001), la pieza principal tiende a sufrir enrollamientos
frecuentemente al sufrir un choque térmico, con disminucién en su movimiento progresivo
como consecuencia (Wrench et al., 2010).

Las anormalidades espermaticas pueden afectar la fertilidad de los equinos (Jasko et
al., 1990) y varian entre caballos considerandose importantes si son mayores al 10% del total
de espermatozoides (Clulow et al., 2008), en el presente trabajo se encontrd un porcentaje
en anormalidades mayor, sin embargo cerca del 10% fueron anormalidades secundarias y la
principal anormalidad primaria encontrada fue la presencia de gota citoplasmaética, siendo
mayor en el grupo que estuvo refrigerado solo 24 horas y menor en el grupo de 96 horas, en
este punto vale la pena recordar que espermatozoides de eyaculado pasan mas tiempo en
epididimo y estan en contacto con liquido epididimal y con plasma seminal posteriormente,
lo cual juega un rol importante para la eliminacion de gota citoplasmatica, en toros incluso se
ha visto que el fluido vesicular es el que parece removerla (Heise et al., 2011), por lo que
nuestros resultados demuestran que efectivamente el liquido epididimal interviene en el
proceso de eliminacion de gota citoplasmatica.

Pudimos observar que después del proceso de congelacion ésta anormalidad
disminuy6 en mas del 50% en nuestro estudio, y si bien la presencia de plasma seminal
parece tener influencia en la presencia de gota citoplasmatica durante el proceso de
criopreservacion, este no es absolutamente necesario para el proceso (Heise ef al., 2011),
como pudimos observar los espermatozoides evaluados nunca estuvieron en contacto con
plasma seminal. Ademas, la presencia de gota citoplasmatica no tiene especial significancia
o impacto negativo en la fertilidad (Heise et al, 2011), por lo que aunque el porcentaje
encontrado en nuestro estudio fue alto, esto no deberia ser impedimento para el uso de
espermatozoides epididimarios para inseminacion artificial.

Lo que se puede ver es que los resultados de los estudios sobre si la adicion de
plasma seminal puede o no ser benéfico para criopreservar espermatozoides son
contradictorios (Heise et al., 2011) mientras que algunos como Gonzalez et al. (2015), que
encontraron una viabilidad menor al 40.5% al usar plasma seminal para congelar
espermatozoides epididimarios, valor cercano al encontrado por Alvarenga et al. (2005) en
espermatozoides obtenidos de eyaculado, otros no encontraron diferencia en la movilidad o
en la integridad membrana de espermatozoides epididimarios con la adicion de plasma (Cary
et al., 2004, Heise et al., 2011).

En general, las caracteristicas del semen dependen de muchos factores como Ia
estacion del afio, actividad sexual previa y variabilidad individual entre caballos (Cary ef al.,
2004, Kareskoski y Katila, 2008, Monteiro et al., 2013), y la viabilidad y movilidad de los

espermatozoides se ve afectada por la edad de los animales, debido al grado de madurez de
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las glandulas sexuales accesorias en el macho. En carneros, por ejemplo, la concentracion de
proteinas en el plasma seminal aumenta significativamente de los 7 a los 13 meses de edad,
mejorando la viabilidad y movilidad de los espermatozoides (Rodriguez-Almeida et al.,
2008).

Sin embargo, investigaciones han demostrado que la presencia de plasma seminal
puede tener efectos negativos sobre la movilidad e integridad membranal y del ADN de
espermatozoides equinos refrigerados y congelados (Kareskoski y Katila, 2008, Monteiro et
al., 2013, Monteiro et al., 2011), sobre todo de eyaculados a los que no les es removido todo
el plasma seminal antes de estos procesos (Kareskoski y Katila, 2008), observandose
deterioro de la viabilidad de espermatozoides equinos cuando hay mas de 20% de plasma
seminal (Monteiro et al., 2013). Esto es debido a que ciertas proteinas en el plasma seminal
pueden promover cambios bioquimicos, causando dafio en la membrana plasmatica
(Monteiro et al., 2013), como cambios en la composicion de lipidos membranales,
resultando en una menor resistencia al choque frio (Monteiro et al., 2011), ademas, en el
plasma seminal de caballos hay una gran concentracion de sodio comparado con el de otras
especies, lo que puede afectar la calidad espermatica, pues altos niveles de Na*" y K
inducen peroxidacion lipidica espontanea en la membrana del espermatozoide (Monteiro et
al.,2013).

Ademas, espermatozoides epididimarios muestran menores porcentajes en Ssus
variables evaluadas antes de ser diluidos en un medio extensor que los que provienen de
eyaculado mostrando que ambos, el plasma seminal y los diluyentes promueven el
metabolismo y movilidad espermatica (Monteiro ef al., 2011), por lo que los
espermatozoides epididimarios son una alternativa funcional a los espermatozoides de
eyaculado.

Por otro lado, reportes han demostrado que los testiculos refrigerados a 5 °C por 24
horas permite la obtencion de espermatozoides capaces de ser criopreservados (Bruemmer et
al., 2002a, Monteiro et al., 2011, Gonzales et al., 2015, Hernandez et al., 2012), incluso
cuando el tejido se encuentra en descomposicion (Monteiro et al., 2011), en perros, por
ejemplo, se ha logrado obtener espermatozoides viables para criopreservar hasta después de
48 horas post-mortem (Armas et al., 2011), nuestro resultados muestran mayores porcentajes
de sobrevivencia al obtener espermatozoides a las 24 horas post-mortem y si bien el resto de
tratamientos mostraron porcentajes de viabilidad menores a éste grupo, entre ellos no
mostraron diferencias y se encuentran por valores superiores o similares a lo que algunos
autores encontraron como aceptable para congelar (Hernandez et al., 2012), sin embargo,
también llama la atencion que el grupo en el que se encontrd el caballo con menor porcentaje
de viabilidad fue en el de 24 horas con 35% de espermatozoides vivos solamente y el caballo

con el porcentaje minimo mas alto estuvo en el grupo que se mantuvo 96 horas en
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refrigeracion; algunos autores han concluido que los espermatozoides epididimarios
refrigerados muestran mayor resistencia al choque frio, mostrando ser mas eficientes para
conservar su viabilidad (Cary et al, 2004, Monteiro et al., 2013, Monteiro et al., 2011,
Gonzales et al., 2015), sin embargo, otros no han encontrado pruebas de esto (Heise et al.,
2011).

Después del proceso de criopreservacion se sabe que solo el 50% de los
espermatozoides sobreviven (Rodriguez-Almeida et al., 2008, Hernandez et al., 2012), en
nuestros grupos de tratamiento después de descongelar, solo el que se mantuvo 72 horas en
refrigeracion muestra mas de este porcentaje de sobrevivencia, siendo también el grupo con
mas espermatozoides vivos en promedio, por lo que podriamos no rechazar la hipotesis de
esta resistencia al frio que parecen tener los espermatozoides epididimarios; incluso otros
autores han encontrado valores similares a los aqui mostrados usando el mismo crioprotector
(Alvarenga et al., 2005) o utilizando glicerol (Gonzales et al., 2015), aunque, otros reportan
porcentajes de sobrevivencia el doble de altos que los nuestros (Olaciregui et al., 2014,
Hernandez et al., 2012), quizas intervino el tiempo que nos tomaba llegar a laboratorio y el
tiempo de estabilizacion que ellos usaron antes del proceso de criopreservacion el cual fue de
2 horas y el de nosotros fue de 30 minutos.

En el presente trabajo los resultados de movilidad total y progresiva muestran una
tendencia a disminuir con el incremento del tiempo entre la muerte y la recuperacion de los
espermatozoides del epididimo, siendo significativo el descenso de la movilidad total a partir
de 48 horas y el de la movilidad progresiva hasta las 96 horas post-mortem, este descenso es
progresivo y presenta un pico de aumento en el grupo que estuvo refrigerado por 72, para
descender a su nivel minimo en el siguiente grupo de tratamiento; quizas se deba a la
exposicion que tuvieron los espermatozoides a la inmovilina, una glicoproteina con alto peso
molecular que se ha reportado esta presente en el liquido epididimal y aumenta la viscosidad
de éste fluido y reduce la movilidad del espermatozoide (Hernandez et al., 2012, Monteiro et
al., 2011), lo cual en un estado fisiologico que le sirve al espermatozoides para mantener su
metabolismo en niveles basales y activarse una vez se encuentre en el tracto reproductor
femenino.

En espermatozoides epididimarios frescos han reportado porcentajes de movilidad
progresiva mayores a los que nosotros encontramos (Hernandez et al., 2012, Gonzales et al.,
2015), aunque, Cary et al. (2004) reportan valores similares a los nuestros tanto para
movilidad total como progresiva. En eyaculado de carnero un estudio mostré que cuando se
refrigera el semen por 24 horas la movilidad progresiva se mantiene en niveles similares a la
observada inmediatamente después de obtenida la muestra (Rodriguez-Almeida et al., 2008),

nosotros no encontramos diferencias (p>0.05) de 2 a 72 horas de refrigeracion.
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En equinos, se ha visto que espermatozoides obtenidos de cola de epididimo
muestran mayor porcentaje de movilidad (aunque no significativa) que los de eyaculado
(Monteiro et al., 2011, Monteiro et al., 2013), y cuando los testiculos o los espermatozoides
epididimarios son refrigerados por 24 y 48 horas muestran mayores porcentajes de
movilidad total y progresiva (p<0.05) que los de eyaculado (Monteiro et al., 2013) y después
del proceso de criopreservacion la movilidad de espermatozoides epididimarios sin refrigerar
sigue siendo mayor que la de eyaculado (p>0.05) (Monteiro et al., 2011), lo que nosotros
encontramos comparando con algunos estudios que evaluaron movilidad de espermatozoides
eyaculado es que esto no es asi (Fayrer-Hosken et al., 2008, Cary et al., 2004).

Algunos autores no han encontrado diferencias significativas en la movilidad total y
progresiva antes y después de congelar espermatozoides de eyaculados de caballo (Clulow et
al., 2008, Bruemmer et al., 2002a), mientras que otros si encontraron diferencias en la
movilidad progresiva antes y después del proceso en espermatozoides epididimarios
(Hernandez et al., 2012), con pérdida de movilidad de poco mas del 50%, después del
proceso de congelacion (Dobrinski ef al., 1995), igual que en el presente trabajo, donde los
porcentajes de movilidad progresiva post-descongelacion encontrados fueron menores que
los reportados (Hernandez ef al., 2012) y disminuy6 mas del 50% en casi todos los grupos.
En perros, la movilidad total después del proceso de criopreservacion disminuy6 desde 79.5
a 52.0%, luego de 72 horas de almacenamiento a 5° C y se concluyd que los valores de
calidad espermatica muestran un patréon descendente a mayor horas en refrigeracion (Armas
et al., 2011), en nuestro resultados, los espermatozoides que fueron recuperados a las 72
horas post-mortem son los Unicos que muestran menos de 50% de perdida de movilidad,
disminuyendo de 29.17 a 20.83% postdescongelacion. La movilidad postdescongelacion de
espermatozoides epididimarios refrigerados (5 °C) por 24 horas reportada por Bruemmer et
al. (2002), es menor que la que nosotros encontramos en fresco, y la movilidad progresiva en
obtenidos por lavado retrogrado post-descongelacion es similar a nuestros resultados en
algunos estudios (Gonzales et al., 2015) y menor que la reportada por otros (Olaciregui et
al.,2014).

El principal factor que produce una disminuciéon en la movilidad de los
espermatozoides epididimarios antes de la criopreservacion, es el proceso de autolisis como
consecuencia del dafio celular causado por la hipoxia y anoxia que se produce por la
detencion del flujo de sangre hacia los tejidos del testiculo y epididimo después de la muerte
del animal (Armas et al., 2011)

La movilidad progresiva postdescongelacion en el equino debe ser superior al 30%
para obtener resultados aceptables de concepcion al usar inseminacion artificial (Gonzales et
al., 2015, Hernandez et al., 2012) y el que la movilidad en espermatozoides refrigerados se

mantenga se debe a que al bajar la temperatura se reduce la actividad metabolica (Rodriguez-
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Almeida et al., 2008, Schembri et al., 2002) y de movilidad y al subir la temperatura de
nuevo (30-39 °C), si no hubo dafios estructurales causados por un shock térmico (Rodriguez-
Almeida et al., 2008), sin embargo a pesar de todo pensamiento logico, algunas
investigacion consideran que la movilidad es un pobre predictor de la fertilidad espermatica
(Wilhelm et al., 1996, Schembri et al., 2002), en bovinos, por ejemplo, buenas movilidades
evaluadas con sistemas computarizados después de descongelar no estan correlacionadas con
fertilidad y en espermatozoides humanos atin con adecuados porcentajes de movilidad se
observa significativo dafio en la membrana (Bailey ef al., 2000), otros trabajos, exponen que
la movilidad total, progresiva y velocidad curvilinea, son los mejores predictores de
resistencia al crio-dafio al evaluarlos en un momento inicial (Salazar et al., 2011).

Durante la criopreservacion la membrana plasmatica del espermatozoide es la
estructura que mas se dafia (Bailey et al., 2000, Salazar ef al., 2011, Hernandez et al., 2012,
Armas et al.,, 2011), éste crio-daiio en la membrana podria afectar la habilidad del
espermatozoide de interactuar con las células del epitelio oviductal o con la zona pelucida y
por lo tanto contribuir al decremento de fertilidad después de inseminar con espermatozoides
que fueron congelados (Dobrinski et al., 1995, Bailey et al., 2000), por lo que las técnicas de
inseminacion deben estar dirigidas a la inseminacion oviductal por laparoscopia (Bailey et
al., 2000).

La integridad membranal ha mostrado ser mayor en espermatozoides epididimarios
que en los que son de eyaculado en fresco y refrigerados por 24 y 48 horas (Monteiro ef al.,
2013), incluso antes y después del proceso de criopreservacion (p>0.05) (Monteiro et al.,
2011, Olaciregui et al., 2014) y no se encontraron cambios de importancia antes y después
de la criopreservacion en los valores de integridad funcional de membrana durante el tiempo
de almacenamiento post-mortem (Armas et al., 2011).

Durante el periodo de enfriamiento se ha observado una fase de cambios de
transicion en la ultraestructura membranal del espermatozoide, dafiandolo y disminuyendo su
capacidad fertilizante (Wilhelm et al., 1996, Bailey et al., 2000, Dobrinski et al., 1995,
Salazar et al., 2011), los principales dafios atribuidos han sido la separacion de la bicapa
lipidica, alteraciones en las propiedades de transportacion de agua y por supuesto dafio
directo en la estructura del acrosoma y la membrana plasmatica (Salazar et al., 2011), en
toros, se crean regiones libres de particulas (Bailey et al., 2000) en especial en la region
acrosomal (Dobrinski et al., 1995) y en cerdos estas zonas son remplazadas por agregados de
proteinas, lo que es indicativo de diferente grado y zona de dafio entre especies (Bailey et al.,
2000)

Es bien sabido que la refrigeracion disminuye o detiene la actividad metabodlica de
los espermatozoides, alargando asi su viabilidad (Rodriguez-Almeida et al., 2008, Monteiro

et al., 2013, Bailey et al., 2000) e incluso previene dafios en la célula (Monteiro et al., 2013),
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sin embargo, la refrigeracion y crioconservacion también pueden inducir cambios en el
espermatozoide similares a los que ocurren durante la capacitacion, proceso llamado crio-
capacitacion (Rodriguez-Almeida et al., 2008, Fayrer-Hosken et al., 2008, Schembri ef al.,
2002), lo cual reduce el tiempo que la célula es viable y por lo tanto las tasas de concepcion
cuando se usa en inseminacion artificial (Rodriguez-Almeida et al., 2008, Fayrer-Hosken et
al., 2008, Landim-Alvarenga ef al., 2004) y aunque no se sabe con exactitud como sucede
esta crio-capacitacion, se ha especulado que la criopreservacion induce una subletal
modificacion de la membrana espermatica con la consecuente desestabilizacion de la entrada
de calcio a la célula (Landim-Alvarenga et al., 2004, Bailey et al., 2000), debido a la
desestabilizacion del espermatozoide para mantener su gradiente de concentracion idnica
(Landim-Alvarenga et al., 2004); en espermatozoides descongelados de toros se ha visto una
mayor expresion de proteinas fosfotirosinas que en espermatozoides frescos, un factor

importante durante la capacitacion fisiologica (Bailey ef al., 2000).

5.2 Actividad de calcio

Durante la capacitacion, hiperactivacion y la induccion de reaccion acrosomal por la
zona pelucida, los niveles de calcio intracelular aumentan de forma fisiologica (Bailey ef al.,
2000), pues uno de los resultados de la capacitacion es el aumento de permeabilidad
membranal al calcio, el cual es necesario para la fusion de la membrana plasmatica y la
membrana externa del acrosoma e iniciar asi la reaccion (Landim-Alvarenga et al., 2004). El
choque frio destruye la permeabilidad selectiva de la membrana espermatica al calcio, por lo
que los niveles de calcio intracelular son excesivos, reduciendo asi su movilidad e
induciendo necrosis (Bailey ef al., 2000, Landim-Alvarenga et al., 2004).

La clortetraciclina (CTC) es una antibidtico que se ha usado para evaluar el estado
de capacitacion espermatica en varias especies incluido el caballo, y se pueden observar
diferentes patrones de acuerdo al estado de este evento (Rodriguez-Almeida et al., 2008,
Rathi et al., 2001, Schembri ef al., 2002, Kaul ef al., 2001); presenta la ventaja de no solo
identificar la reaccion acrosomal sino de dividirla en si el espermatozoide esta capacitado o
no (Schembri et al., 2002, Kaul ef al., 2001). La clortetraciclina neutra fluorescente pasa a
través de la membrana celular, creando complejos con Ca®" libre intracelular y esto conduce
a un aumento en su intensidad de fluorescencia. La union preferencial del complejo CTC-
Ca®" a las regiones hidrofobas de la membrana espermatica resulta en los diferentes patrones
de fluorescencia antes descritos (Moein-Vaziri et al., 2014).

Un patron de fluorescencia total en la cabeza (T) espermatica significa la presencia
de un espermatozoide intacto que no ha sufrido capacitacion ni reaccion acrosomal

(Rodriguez-Almeida et al.,, 2008, Rathi et al., 2001, Schembri et al, 2002), nosotros
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encontramos este patron principalmente en el grupo que solo estuvo refrigerado 2 horas y 48
horas, la frecuencia que encontramos del patréon T a las 2 horas antes de congelar coincide
con lo reportado por otros autores (Kaul ef al., 2001). A menor sea la frecuencia del patréon T
se aprecié un aumento en el porcentaje de espermatozoides que han sufrido reaccion
acrosomal, lo que se muestra con el patron de fluorescencia solo en region post-acrosomal
(PA) o con ausencia de fluorescencia (SF) (Rathi et al., 2001).

El presente experimento muestra que las horas post-mortem tienen un importante
efecto en la transicion de los espermatozoide equinos del patron T al patron PA y SF. Pues se
pudo observar un gran aumento del patron PA y SF a mayor tiempo de conservacion en
refrigeracion y menor presencia del patron T. Después del proceso de congelacion solo las
muestras que estuvieron refrigeradas por 2 y 48 horas mostraron un descenso significativo
del patron T, pero la proporcion de este en todos los tratamientos después de descongelar se
mantuvo sin diferencias entre los grupos. No encontramos porcentajes tan bajos como los de
Schembri et al. (2002) en espermatozoides equinos eyaculados, sobre el patron T que reporta
fue de 3.3%, el porcentaje mas bajo que encontramos fue en los espermatozoides que
estuvieron refrigerados 72 horas con 16.50%, sin embargo, éstos mismos autores y algunos
otros reportan una mayor presencia del patron A en comparacion al patron PA (Kaul et al.,
2001) y en nuestros resultados esto fue a la inversa.

Espermatozoides intactos se encuentran con mayor frecuencia en muestras de
espermatozoides eyaculados frescos que en muestras congeladas (Schembri et al., 2002) y en
todos estos casos no reportan ausencia de fluorescencia en toda la cabeza espermatica, como
los altos porcentajes que nosotros encontramos.

Aunque no se sabe con exactitud como se fija la CTC a la membrana plasmatica, se
sabe que es calcio dependiente (Schembri ef al., 2002, Rathi ef al., 2001, Kaul ef al., 2001) y
se une a éste en zonas hidrofobicas de la membrana (Rathi et al., 2001), después de la
capacitacion, una de los primeras sefales de la reaccion acrosomal es el cambio en la
permeabilidad de la membrana plasmatica al calcio (Landim-Alvarenga et al., 2004), de ahi
los patrones que muestra de fluorescencia.

Las ventaja del uso de CTC es que evalia la etapa final de capacitacion
independientemente de la reaccion acrosomal. Sin embargo, ya que se supone que las
fluctuaciones en la distribucion de los complejos Ca**-CTC que se unen a moléculas de
fosfolipidos membranales son responsables de los diferentes patrones observados, se debe
tener cuidado en la interpretacion de los resultados, ya que cualquier factor que afecte el
espectro de absorcion de fluorescencia de la CTC o los complejos Ca**-fosfolipido o la
intensidad de fluorescencia de estos complejos podria causar una mala interpretacion en el

potencial del estado de capacitacion de los espermatozoides (Moein-Vaziri ef al., 2014).
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El problema con la evaluacion usando CTC es que este marcador es considerado
como lento para reconocer los cambio en el estado de capacitacion, sin embargo es igual de
eficiente que al usar otros bio-marcadores (Rathi ef al., 2001) y es un método directo y de un
solo paso que permite la diferenciacion del estado de capacitacion espermatica y saber si ha
sufrido o no reaccion acrosomal (Kaul et al., 2001), es un método sencillo y de facil
observacion, que no requiere incubacion.

Un efecto similar a la criopreservacion es observado cuando el semen diluido se
conserva en refrigeracion o en fresco por > 4 horas (Rodriguez-Almeida et al., 2008), con la
disminucion de presencia del patron de fluorescencia compatible con espermatozoides no
capacitados ni con reaccion acrosomal y el aumento de los otros patrones (Schembri et al.,
2002). Con la capacitacion prematura se pierde la habilidad del espermatozoide para
adherirse a las células epiteliales del oviducto, por lo tanto, el numero de gametos
funcionales disponibles en el oviducto es menor (Rodriguez-Almeida et al., 2008, Dobrinski
et al., 1997), y la longevidad del espermatozoide disminuye cuando este proceso ha sucedido
(Dobrinski et al., 1997).

En semen de carneros se ha visto una interaccion proporcional en el aumento del
porcentaje de espermatozoides capacitados con acrosoma intacto y el tiempo de preservacion
en refrigeracion siendo mayor en espermatozoides refrigerados por 24 horas que los
evaluados en fresco inmediatamente (Rodriguez-Almeida et al., 2008), lo que en nuestro
estudio no se observo, siendo el grupo de 24 horas de refrigeracion el que mas frecuencia de
patrones compatibles con reaccion acrosomal y capacitacion presento.

La motilidad es un parametro utilizado como factor pronéstico posterior a la
capacitacion espermatica. El patréon PA que se encontrd y sobre todo su frecuencia
ascendente se ha relacionado con astenozoopermia (Kholkute et al., 1992, Merino et al.,
2004), lo cual concuerda con el porcentaje descendente de motilidad espermatica y con los
valores de mayor frecuencia del patrén PA que se pudo observar en nuestro resultados, sin
embargo, es dificil sefialar comparaciones por las diferencias de especie principalmente sin
mencionar las diferentes formas de manejo.

El aumento de espermatozoides capacitados al refrigerar, se debe a los cambios en la
membrana causados por las temperaturas de refrigeracion y de congelacion usadas para la
criopreservacion, lo cual aumenta los niveles intracelulares de Ca™, como ocurre en la
capacitacion (Rodriguez-Almeida et al., 2008, Landim-Alvarenga ef al., 2004).

Hay reportes de espermatozoides epididimales equinos donde solo el 50.2% + 0.8 se
encuentran intactos al ser obtenidos en fresco (Rathi ez al., 2001), y a pesar, que el proceso
de refrigeracion y congelacion interrumpen la actividad metabolica espermatica y alargan la
viabilidad, se puede inducir la capacitacion prematura de los espermatozoides, con incluso

refrigeracion por solo 24 horas (Rodriguez-Almeida et al., 2008) y la criopreservacion
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induce no solo la capacitacion, si no también reaccion acrosomal, dafio membranal y
disminucion de la motilidad progresiva (Neild et al., 2003), en condiciones experimentales
incubando con medios capacitantes esto sucede en tan solo 6 horas, pero no se ha visto
relacion entre la viabilidad y el estado de capacitacion (Moein-Vaziri et al., 2014).

La susceptibilidad de la membrana plasmatica durante la fase lipidica de transicion
esta inversamente relacionada con la proporcion de colesterol presente (Landim-Alvarenga et
al., 2004, Bailey et al., 2000), mientras que en espermatozoides de toro y cerdo que muestran
una menor cantidad de colesterol en su membrana se ha visto una mayor susceptibilidad al
proceso de enfriamiento, en espermatozoides de conejo y humano se ve una menor
susceptibilidad (Bailey et al., 2000). La incorporacion que se hizo de colesterol a las
muestras de equino antes de congelar incrementa el niimero de espermatozoides con
integridad membranal, pues al removerlo después de este proceso, la capacitacion y reaccion
acrosomal pueden ser inducidas (Oliveira et al., 2010), pues el colesterol restringe la
movilidad lateral de los componentes membranales, estabilizandola (Landim-Alvarenga et
al., 2004).

Hay reduccion de reaccion acrosomal al incluir colesterol en el diluyente de
criopreservacion, quizas por dar una mayor estabilidad a la membrana, afectando la entrada
de calcio, por lo que no habria estimulacion de actividad de Adenilciclasa, previniendo asi la
capacitacion y subsecuentemente la reaccion acrosomal (Oliveira et al., 2010), la
capacitacion induce disminucion en la concentracion de colesterol en la region externa de la
membrana plasmatica en la cabeza del espermatozoide (Landim-Alvarenga et al., 2004).

El estado de capacitacion no se ve influenciado por el proceso de dilucion,
empaquetamiento o el tiempo de estabilizacion, pero si lo hace el proceso de centrifugacion
y resuspencion en medio de dilucion, que disminuye la presencia de espermatozoides
intactos, mayor, incluso que después de congelar, pues causa estrés traumatico en los
espermatozoides equinos (Schembri et al., 2002), en el protocolo de congelacion utilizado en
el presente trabajo la centrifugacion fue usada para lavar después de descongelar y asi poder
retirar la yema de huevo y resuspender en el mismo medio utilizado antes del proceso de
congelacion. Se ha sugerido que el resuspender en plasma seminal podria ser la solucion a
esta capacitacion espontanea (Schembri et al., 2002).

Los aumentos intracelulares de calcio en el espermatozoide disminuyen la movilidad
espermatica asi como la viabilidad y presencia de acrosoma intacto (Dobrinski et al., 1997,
Landim-Alvarenga et al., 2004), aunque el objetivo de la capacitacion es crear una cambio
en la movilidad espermatica, conocido como hiperactivacion (Rathi ef al., 2001) y aunque no
se sabe con exactitud las acciones especificas del calcio, se ha propuesto que esta
involucrado en la activacion de proacrosina a acrosina previo a la reaccion acrosomal. El

calcio también activa la adenilacion en el sistema AMP ciclasa-ciclico, incrementando las
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concentraciones de cAMP intracelular (Landim-Alvarenga et al., 2004, Gadella et al., 2001).
Altos porcentajes de calcio pueden no solo estar en la cabeza, sino también en pieza media
afectando la funcidon mitocondrial (Landim-Alvarenga et al., 2004)

Un semen apto para inseminacion artificial debe tener al menos 45 a 50% de
espermatozoides intactos (Rodriguez-Almeida et al., 2008), pues la adhesion de estos al
epitelio oviductal modula el aumento de calcio intracelular, permitiendo la conservacion de
espermatozoides para el momento de la ovulacion, lo cual cobra importancia en especies
como el caballo donde la fecundacion ocurre dias después de la inseminacion (Dobrinski et
al., 1997, Dobrinski et al., 1996, Schembri et al., 2002); aunque en casos donde se utilice
espermatozoides criopreservados que muy seguramente presenten altos porcentajes de
espermatozoides capacitados, el saber el tiempo exacto de la ovulacion podria ser la solucion
(Schembri et al., 2002).

Una gran proporcion de espermatozoides equinos con cambios en los patrones de
capacitacion se ha observado después de refrigerar y descongelar usando CTC (Neild et al.,
2003), y aunque se han descrito de 3 (Rathi ef al., 2001) a 6 patrones de fluorescencia en
caballos (Neild et al., 2003), los resultados son similares a lo obtenido en este trabajo donde
se aprecia un aumento en los porcentajes de patrones compatibles con estado de capacitacion
y reaccion acrosomal a mayor horas postmortem, con diferencias significativas en las horas

de refrigeracion y antes y después de congelar.

5.3 Carbohidratos membranales

En el presente estudio hemos mostrado diferentes patrones de glucosilacion en
espermatozoides epididimarios equinos en diferentes horas post-mortem. Son importantes
pues estos dependen de la estructura exterior de la célula, la presencia de glicocdlix en
espermatozoides de mamiferos les confiere una interface entre el gameto y el medio
extracelular, dandole diferentes funciones (Desantis et al., 2010, Vazquez et al., 1996), entre
las que destaca el reconocimiento inicial entre el espermatozoide y la zona pelucida del
ovulo (Vazquez et al., 1996); después de la monta natural los espermatozoides ascienden
hasta el istmo del oviducto de la hembra donde se forma un reservorio de estos uniéndose al
epitelio del oviducto (Lefebvre ef al., 1997, Dobrinski et al., 1995, Dobrinski et al., 1996,
Dobrinski ef al., 1997); esto se da mediante un reconocimiento especifico de carbohidratos lo
que permite la regulacion de cambios fisioldgicos en el espermatozoide; con el principal
objetivo de prolongar la viabilidad y mantener la movilidad espermatica con la supresion de
la elevacion de calcio intracelular (Lefebvre ef al., 1997, Dobrinski ef al., 1996, Dobrinski et
al., 1997); cadenas glicosiladas en la membrana son importantes en el reconocimiento de

gametos, adhesion y fertilizacion en los mamiferos (Jiménez et al., 2003, Desantis et al.,
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2010, Vazquez et al., 1996), y se sabe que en la superficie espermatica hay una gran cantidad
de dominios con diferentes funciones, por lo que entenderlos y conocerlos es la llave para
comprender las funciones del complejo biolégico del espermatozoide durante su existencia
fuera del testiculo (Desantis et al., 2010).

Gracias a la afinidad de las lectinas por unirse a residuos de azucar de
glucoconjugados, se tienen la oportunidad de poder identificar la distribucion y alteracion de
carbohidratos especificos en la membrana espermatica (Desantis et al., 2010, Vazquez ef al.,
1996). La distribucion de carbohidratos y estructuras proteicas podria estar afectado segun el
estado de capacitacion (Jiménez et al., 2003, Lefebvre et al., 1997, Vazquez et al., 1996,
Landim-Alvarenga et al., 2004) y reaccion acrosomal del espermatozoide (Jiménez et al.,
2003); investigaciones han mostrado que al mantener al espermatozoide incubado en
condiciones capacitantes provoca la pérdida de su habilidad de unirse al epitelio del oviducto
(Lefebvre et al., 1997), esto es consecuencia de dafio en la membrana, probablemente por
dafio en sus receptores o agregacion incompleta de los mismos (Bailey et al., 2000), y como
ya se ha dicho, esta union es importante para mantener la viabilidad, movilidad y estado de

capacitacion espermatica al momento de inseminar (Dobrinski et al., 1997).

5.3.1 Manosa y Galactosa

La lectina Pissum Sativum aglutinina PSA, es especifica a residuos de manosa y
galactosa y se ha usado para valorar la integridad acrosomal en muchas especies incluido el
equino (Dobrinski et al., 1995, Dobrinski ef al., 1996, Salazar et al., 2011, Vazquez et al.,
1996, Kaul et al., 2001), por ser considerado un método de marcaje facil (Kaul ez al., 2001).
Oligosacaridos como la galactosa se han encontrado de forma muy marcada en el acrosoma
y n-acetilgalactosamina de forma débil en la cabeza y la cola con ausencia total en la zona
ecuatorial (Desantis et al., 2010), mientras que residuos de fucosa han sido observados en la
region postacrosomal (Jiménez et al., 2003), con ausencia en el cinturdén ecuatorial (Desantis
etal.,2010).

En caballos se ha visto que la union al epitelio oviductal puede ser inhibida in vitro
con fetuina, asialofetuina (en donde su grupo carbohidrato termina en galactosa) y galactosa,
indicando que la galactosa forma parte integral en la union al sitio (Lefebvre et al., 1997).
Después del proceso de criopreservacion se deteriora la capacidad del espermatozoide
equino de unirse al epitelio del oviducto y a la zona pelucida, lo primero puede llevar a un
menor numero de espermatozoides disponibles reservados en el tracto femenino (Dobrinski
et al., 1995), y lo segundo a incapacidad de fecundar; ademas, se ha observado que la union
de espermatozoides equinos a epitelio oviductal in vitro mantienen la concentracion

intracelular de Ca®" en niveles basales (Dobrinski ez al., 1997)
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La distribucion de sitios de union a lectinas esta restringida a ciertas areas del
espermatozoide. Residuos de glucosa, manosa, galactosa y N-acetilglucosamina han sido
encontrados en la cabeza espermatica, acrosoma y region ecuatorial (Jiménez et al., 2003),
manosa se ha identificado utilizando lectina Con-A de forma moderada en el acrosoma con
débil marcaje en region post-acrosomal y a penas visible en la cola (Desantis et al., 2010).

Sin embargo, existe controversia sobre el patron de fluorescencia y su significado,
mientras que algunos autores reportan la fluorescencia por FITC-PSA como una tincion
negativa donde se puede ver un patron brillante en la region acrosomal cuando el acrosoma
espermatico se encuentra intacto y ausencia de ésta cuando la reaccion acrosomal ha tenido
lugar en diferentes especies como el bufalo (Kaul ef al., 2001), cerdo (Mattioli et al., 1996),
humano (Cardona-Maya y Cadavid, 2005, Cardona et al., 2006) y en equinos (Casey et al.,
1993, Salazar et al., 2011, Dobrinski et al., 1995), otros autores reportan lo contrario,
afirmando que la presencia de fluorescencia en la region acrosomal significa que este suceso
ya ha pasado (Cox et al., 1998, Farlin ef al., 1992).

Estudios previos han mostrado que manosa se encuentra preferentemente en la
membrana interna del acrosoma del espermatozoide de diferentes mamiferos. En humanos se
ha visto que se encuentra en la region anterior del acrosoma pero al inducir reaccion
acrosomal los sitios de union cambian a la region ecuatorial y membrana interna del
acrosoma (Jiménez et al., 2003) y su funcidn es la de estabilizar la union espermatozoide-
zona pelicida humana (Desantis et al., 2010)

En cerdos usando lectina Con-A, se observa fluorescencia en toda la cabeza y pieza
media en semen fresco y después del proceso de capacitacion solo se observa en region
acrosomal y en espermatozoides con reaccion acrosomal se puede ver una concentracion de
fluorescencia solo en el borde de la region acrosomal (Jiménez et al., 2003), aunque en
cerdos se ha visto negatividad a esta lectina, adquiriendo positividad después de que los
espermatozoides son diluidos (Vazquez et al., 1996).

Nuestros resultados nos indican que la falta de fluorescencia es indicativo de que la
reaccion acrosomal ha sucedido, esto debido a que antes del proceso de congelacion el
patron T con CTC, que indica espermatozoides intactos sin reaccion acrosomal es mayor que
después de descongelar y los patrones encontrados con fluorescencia en acrosoma con PSA
(Acro, AcroSC, SCin, T) son mayores antes de congelar y descienden significativamente
después de este proceso, aumentando la falta de fluorescencia en esta estructura (SF, Post,
Cin).

Aunque pareciera que, no hay una relacion entre la presencia de espermatozoides
intactos encontrados con CTC y la presencia de patrones de fluorescencia en acrosoma con
PSA pues cuando los primeros son mayores a las 2 y 48 horas post-mortem, con PSA es en

los momentos que menor frecuencia de fluorescencia en acrosoma se puede apreciar, esto
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podria deberse a que estamos hablando de espermatozoides intactos que no han sufrido atin
de un proceso de capacitacion por lo que los receptores a manosa y galactosa intracelulares,
podrian no haber salido a la membrana plasmatica externa atn, gracias a la movilizacion de
colesterol que se da durante la capacitacion (Cardona-Maya y Cadavid, 2005).

En algunos reportes no se describen diferencias significativas en el porcentaje de
acrosomas intactos antes y después del proceso de criopreservacion en espermatozoides
eyaculados utilizando la lectina Peanut aglutinin (PNA-FITC) (Clulow et al., 2008),
nosotros sin embargo, podemos decir por los patrones encontrados con CTC y PSA que si
hay diferencias en la integridad del acrosoma aunque no en el tratamiento de 48 horas post-
mortem.

Se ha reportado que solo el 62% de los espermatozoides congelados de eyaculado
equino tienen integridad membranal y acrosoma intacto (Dobrinski ef al., 1995). Nosotros
encontramos porcentajes mas bajos que esos de espermatozoides intactos, parecidos a los
reportados por Olaciregui et al. (2014) en espermatozoides epididimarios congelados.

Usando CTC en semen de caballo se ha visto que el mayor aumento de reaccion
acrosomal se ve durante el congelamiento y no en los procesos de dilucion ni refrigeracion
(Schembri et al, 2002). En semen de carnero se ha visto que la presencia de
espermatozoides con reaccion acrosomal es mayor, cuando el tiempo en refrigeracion
aumenta de 16 a 24 horas (Rodriguez-Almeida et al., 2008), en el presente trabajo se observa
un aumento a las 48 horas, pero a las 72 horas el porcentaje de espermatozoides con reaccion
acrosomal, es menor en fresco, después de congelar no se observa diferencias entre los
tratamientos, por lo que el tiempo de refrigeracion no influydé en mantener la integridad

acrosomal de estos espermatozoides.

5.3.2 Acido sialico y N-acetilglucosamina

La lectina Triticum vulgaris aglutinina (WGA) es especifica a residuos de acido
sialico y N-acetilglucosamina. Se ha visto que WGA se une a la zona de la cabeza, acrosoma
y pieza media y principal ain después de la capacitacion en espermatozoides de cerdo y
después de reaccion acrosomal ésta fluorescencia en la cabeza disminuye y se pierde en la
cola (Jiménez et al., 2003), aunque la mayor fluorescencia siempre esta en la zona acrosomal
(Vazquez et al., 1996). En equinos se ha ubicado en la region acrosomal de forma moderada
sin mostrar presencia en el cinturén ecuatorial (Desantis et al., 2010). Nosotros pudimos
observar que efectivamente se encuentra en mayor presencia en el acrosoma y a diferencia de
lo reportado si hubo presencia de fluorescencia en el cinturdn ecuatorial y siempre hubo

fluorescencia en la cola
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Oligosacaridos con terminaciones en acido sialico se ha identificado de forma débil
en el acrosoma y de forma moderada en el resto de la cabeza (Desantis ef al., 2010). La
presencia de este oligosacarido puede actuar como una mascara de grupos antigeno para
incrementar la inmunidad del espermatozoide a ser fagocitado por leucocitos (Desantis ef al.,
2010)

Una gran cantidad de residuos de N-acetilglucosamina y acido sidlico en la
membrana plasmatica del espermatozoide es indicativo de que el estado de capacitacion atn
no sucede (Jiménez et al., 2003, Desantis et al., 2010). Nuestro resultados nos muestra que
los patrones de fluorescencia en acrosoma (Acro, AptC, Scin), se encuentran en mayor
frecuencia antes del proceso de congelacion y al descongelar disminuyen significativamente
en el grupo cuyos espermatozoides fueron obtenidos a las 72 y 96 horas post-mortem, con un
aumento en el patrén de fluorescencia en region postacrosomal, con diferencias entre los
grupos, pareciera que en fresco el refrigerar por 78 horas mantiene la presencia de N-
acetilglucosamina y acido sialico y el congelar crea un efecto contrario. Adicional a esto,
llama la atencidén que mientras con la lectina PSA la fluorescencia en acrosoma disminuye
drésticamente después de congelar a valores por abajo del 10%, con FITC-WGA Ia
frecuencia esta por arriba del 38%.

La presencia de estos carbohidratos, sugiere que el glicocalix del acrosoma del
caballo contiene sialigoligosacaridos con terminaciones de Neu5Aco2,4GIlcNAc y glicanos
con terminaciones aMan y GlcNAc (Desantis ef al., 2010), demostrando que en el acrosoma
del espermatozoide equino existen oligosacaridos con unioén N-glicosidico, lo que contribuye
a las propiedades fisicoquimicas del glicocalix dandole su extraordinaria flexibilidad y
microheterogeneidad (Desantis et al., 2010).

Esto es importante pues la interaccion mediada por carbohidratos puede estar
potencialmente afectada por glicosiltransferasas o glucosidasas presentes en el oviducto
(Lefebvre et al., 1997), en el cerdo y en el caballo no se han visto diferencias en la region de
preferencia de union (istmo o ampula) en experimentos en fresco, sin embargo si se han visto
cuando son incubado cerca de 24 horas (Lefebvre ef al., 1997).

Tomando en cuenta los patrones que se ven con el uso de lectinas en la cabeza
espermatica se puede inferir que la cabeza del espermatozoide equino esta conformada por
varias regiones que consisten en diferentes dominios caracterizados por patrones de glicanos
especificos posiblemente relacionados con la especializacion del glicocalix durante la
fertilizacion, que es una secuencia de pasos (Desantis ef al., 2010)

En algunos estudios se ha sugerido que en la zona ecuatorial intervienen diferentes
glicoproteinas que las que se encuentran en el resto de la cabeza del espermatozoide equino,
sin embargo, en el presente trabajo, si se encontraron patrones de fluorescencia que indicaron

la presencia de los mismos carbohidratos en la region ecuatorial, mas es importante recalcar

63



que dicho estudio fue hecho en espermatozoides de eyaculado en fresco y nuestro estudio fue
realizado en espermatozoides epididimarios, ademas se encontr6 mayor frecuencia de
fluorescencia en cinturén ecuatorial a las 72 horas post-mortem en fresco. Se tiene evidencia
de que la zona ecuatorial de los mamiferos expresa antigenos de superficie y canales idnicos
caracteristicos de esta zona, y tiene importancia por ser el dominio involucrado en la fusion

con la membrana del évulo (Desantis et al., 2010).
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

Se concluye que el tiempo de almacenamiento post-mortem modifica la presencia y
distribucion de carbohidratos membranales y Ca*” en los espermatozoides equinos obtenidos
de epididimo tanto en fresco como después del proceso de criopreservacion.

Hay una evidente pérdida de sitios de unidon a calcio en la cabeza espermatica a
mayor tiempo de conservacion en refrigeracion y después del proceso de criopreservacion

La refrigeracion de testiculos a 4-5 °C permite la conservacion y obtencion de
espermatozoides epididimarios por un periodo de hasta 72 horas, tiempo suficiente para
transportar el material bioldgico a un centro reproductivo donde se puedan recuperar y
criopreservar sin la pérdida potencial de fertilidad aunque se reduce el porcentaje de
movilidad en mas del 50%.

Si se piensa realizar inseminacion artificial se debe refrigerar por 24 o 72 horas, si la
inseminacion se pretende realizar a las 48 horas, se debe congelar.

Los grandes beneficios que nos puede aportar la criopreservacion de gametos nos
obliga a que esta biotecnologia sea perfeccionada en equinos, buscando hacer mas eficiente
las técnicas y metodologias de criopreservacion, por lo que se requiere mas investigacion
que permita evaluar de forma integral el efecto que la criopreservacion tienen en los
espermatozoides como saber el dafio en la cromatina y la capacidad fertilizante.

Esta técnica puede ser una gran herramienta para preservar y evitar la pérdida de

material genético.
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Resumen. Se ha utilizado el biomarcador fluorescente Clortetraciclina (CTC) con el
objetivo de evaluar el efecto que tiene el proceso de criopreservacion sobre la actividad
de Ca2+ en espermatozoides obtenidos de cola de epididimo equino a diferentes
tiempos postmortem (2, 24, 48, 72 y 96 horas). Todas las variables espermaticas basicas
mostraron un patron descendente a través de las horas en fresco y después del proceso
de criopreservacion. Se encontraron cuatro patrones de fluorescencia antes descritos en
equinos, y que se pueden asociar con si el espermatozoide esta o no capacitado y si
presenta reaccion acrosomal. Se puede observar que hay un aumento en el nimero de
células que presentan patrones compatibles con espermatozoide capacitado a mayor
sea el tiempo posrmortem con un importante descenso a las 24 horas y estos se
incrementan hasta en un 50% después del proceso de criopreservacion, siendo mayor
en patrones compatibles con estado de reaccion acrosomal y un efecto inverso se
aprecia en patrones compatibles con espermatozoides intactos no capacitados después
del proceso de criopreservacion. Nuestro trabajo no solo describe una los patrones de
fluorescencia con CTC en espermatozoides epididimarios equinos también nos permite
seleccionar la ventana de oportunidad que se tiene en animales castrados o muertos
prematuramente, y asi lograr mayor eficiencia en técnicas de reproduccion asistida.

Introduccion

El equino ha sido utilizado desde tiempos ancestrales como alimento, medio de carga,
transporte y para el manejo de ganado, pero sobre todo para deporte y entretenimiento,
volviéndolo un animal de élite. A pesar de estas demandas, en equinos no se cuenta con
estrategias estandarizadas de reproduccion para mejorar su produccion y reproduccion
(Financiera Rural, 2012), y aunque la criopreservacion de semen es una estrategia eficiente
para la preservacion del germoplasma, en equinos es una novedad reciente y a pesar de la
gran diversidad genética que existe en los equinos, solo hay pocos bancos de germoplasma
en el mundo (Pojprasath et al., 2011).

Por otro lado también se ha tenido renuencia a la criopreservacion de semen equino no soélo
por los costos, si no, también por dificultades en la recoleccion de semen, bajos porcentajes
de viabilidad espermatica post-descongelacion y variabilidad en los rangos de gestaciones
(Pojprasath et al., 2011, Olaciregui et al., 2014). Sin embargo, la pérdida de material
genético debido a muerte repentina por diferentes causas (natural o accidental) o incluso la
castracion de caballos debido a su fin zootécnico, son causas que justifican la recuperacion y
conservacion de espermatozoides epididimarios en éstas circunstancias y presenta una
alternativa para la conservacion de germoplasma (Tartaglione et al., 2009, Hernandez et al.,
2012, Papa et al., 2008, Monteiro et al., 2011).
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La obtencion de espermatozoides del epididimo ha mostrado ser un recurso accesible para
éste objetivo pues en ¢l se encuentra una cantidad significativa de células viables que pueden
ser utilizadas para fertilizacion, ademas, gestaciones exitosas se han reportado en varias
especies ademas del equino usando espermatozoides epididimales criopreservados
(Bruemmer et al., 2002b). Pero también es conocido que el proceso de criopreservacion
provoca dafos irreversibles en los espermatozoides equinos y no mas del 50% sobrevive a
éste proceso o su capacidad fertilizante disminuye (Pojprasath et al., 2011, Monteiro et al.,
2011, Papa et al., 2008).

En México, el uso de biotecnologias se limita a resguardar semen de bovinos, ovinos y
caprinos con alto valor productivo y genético, pero en equinos solo es utilizada para
explotaciones universitarias y gubernamentales (FAO, 2010b, Toscano et al., 2014).

Por lo que evaluar los efectos de la criopreservacion en espermatozoides epididimales
equinos a diferentes horas postmortem, puede darnos una “ventana de oportunidad” para
crear protocolos necesarios para programas de asistencia reproductiva en equinos domésticos
y en peligro de extincion.

Materiales y método
El biomarcador clortetraciclina (CTC) fue obtenido de Sigma (St Louis, Mo). Los medios se
prepararon en nuestro laboratorio.

Coleccion de material bioldgico y diseiio experimental

Se obtuvieron testiculos de 33 caballos adultos criollos, con edades de entre 3 a 15 afnos,
calculada por observacion de piezas dentarias (FAO, 1995), destinados a sacrificio en un
rastro en Rio Frio, Estado de México (19°21'09"N 98°40'11"0). Inmediatamente después del
sacrificados, se realiz6 orquidectomia a nivel del plexo pampiniforme y ambos testiculos
fueron colocados en bolsas de polietileno, con 20 ml de solucién salina al 0.9% estéril. La
fecha y hora de muerte, coleccion y refrigeracion fueron anotados en cada muestra. Se
transportaron al laboratorio de Bioquimica de la Reproduccion en la UAM-Xochimilco en
una caja de poliestireno, con refrigerantes manteniendo una temperatura de 4-5°C,
monitoreada con un termoémetro digital infrarrojo (Microlife® NC 100). Por medio de
muestreo aleatorio simple sin reemplazo las muestras fueron asignadas a un tratamiento de
refrigeracion (2, 24, 48, 72 y 96 horas), las evaluaciones espermaticas se realizaron en dos
momentos del disefio, 1) al cumplir su tiempo de refrigeracion asignado y posterior a la
obtencion de espermatozoides, y 2) después del proceso de criopreservacion al ser
descongelados.

Recuperacion de espermatozoides epididimales

Al cumplir el tiempo de refrigeracion la cola del epididimo fue separada del testiculo, y los
espermatozoides se recuperaron por técnica de cortes y flotacion (Martinez-Pastor ef al.,
2006); se realizd6 un pool espermatico con ambas colas epididimales utilizando 5 ml de
medio EDTA Glucosa (C¢H 1,06 322.20 mM_ EDTA disédico 9.93 mM, Na;C¢HsO; 12.58
mM, NaHCOj; 14.28 mM, pH 6.5) (Olaciregui et al., 2014, Clulow et al., 2008) y se incubd 1
ml de la muestra a 38°C para realizar las evaluaciones.

Evaluacion de parametros espermaticos basicos

Para evaluar motilidad total y progresiva se observd bajo un microscopio optico y un
objetivo de 20X una alicuota de 10 pl de muestra, se utilizé un sistema de observacion
subjetivo, estimando la proporcion total de espermatozoides con movilidad total (curvilinea,
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lenta y sin desplazarse) y la movilidad progresiva equivalente a un movimiento rectilineo y
rapido. La determinacion de espermatozoides vivos se realizé con solucion eosina-nigrosina
(Hernandez et al., 2012, Olaciregui et al., 2014), en una diluciéon 1:1 (v/v) bajo un
microscopio de luz en objetivo 40X. La misma tincion fue utilizada para evaluar morfologia
bajo un microscopio optico, con aceite de inmersion a 100X (Clulow et al., 2008, Hernandez
et al.,2012). La concentracion espermatica se determind con un hemocitometro de Neubauer
(Lucio et al., 2013).

Evaluacion de la actividad de calcio

Se utilizd el biomarcador fluorescente clortetraciclina (CTC), dicha solucion (750 mM CTC
en 322.20 mM CgH;06, 9.93 mM CoH¢N,Og, 12.58 mM Na;C¢HsO; y 14.28 mM
NaHCOs) fue preparada y el pH ajustado a 6.5 con NaOH (1N), se incub6 a 37°C y protegid
de la luz (Merino et al., 2004, Rodriguez-Almeida et al., 2008). Para el ensayo se colocaron
5 ul de la solucion de CTC y 5 ul de la muestra en un portaobjetos atemperado y se realizd
un frotis, protegiéndolo siempre de la luz. Por cada muestra se evaluaron 100
espermatozoides bajo iluminacion excitacion a 400-440 nm y emision a 470 nm, utilizando
un microscopio de epifluorescencia Olympus BX51 (AccesolLab, México), con camara
digital EvolutionVF Color Cooled y programa Image-Pro® Plus (Media Cybernetics, Inc,
Rockville, MD) para la captura de imagenes.

Proceso de congelacion y descongelacion

La muestra fue diluida para ajustar una concentracién espermatica de 100 x 10° Ezp/ml
(Hernandez et al., 2012, Monteiro et al., 2011) y se adiciono 20% (v/v) de yema de huevo y
5% (v/v) de Dimetilformamida (DMF), (Olaciregui et al., 2014), con un tiempo de equilibrio
de 30 minutos para su almacenaje en pajillas plasticas de 0.5 ml previamente enfriadas (5
°C), para ser congeladas en vapores de nitrégeno (4 cm de distancia de nitrégeno liquido por
10 min ~-70 °C/min) y después fueron almacenadas en nitrogeno liquido hasta su analisis
(Hernandez et al., 2012, Olaciregui et al., 2014). A las 4 semanas de congelacion, las
muestras fueron descongeladas a 37°C en bafio maria por 30 segundos y transferidas a tubos
plasticos de 1.5 ml incubandolas a 38°C (Monteiro et al., 2011, Papa et al., 2008), para
evaluar los parametros espermaticos basicos, la actividad de calcio y la distribucion de
carbohidratos membranales.

Analisis estadistico

El disefio estadistico fue completamente al azar por lo que se realizoé un analisis de varianza
ANOVA de una via, siguiendo el modelo matematico Yij = u + £j + €4, para los
tratamientos y una prueba de Tukey para la diferencia de medias; para las diferencias antes y
después del proceso de criopreservacion se realizé una prueba t de Student para muestras
pareadas, los resultados fueron expresados en medias + desviacion estandar. Los datos se
analizaron con el programa estadistico RStudio® Version 1.0.136 — © 2009-2015 para
Macintosh, utilizando un nivel de significancia de 0.05.

Resultados

Parametros espermaticos basicos

Los resultados de la variable de movilidad total y progresiva en fresco y post-criopreservado
mostraron un patréon descendente (Tabla 1 y 2). Se observa un significativo declive (p<0.05)
a las 96 horas en refrigeracion de la movilidad progresiva; aunque después de criopreservar



143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190

no se apreciaron motilidades progresivas mayores al 20%, en espermatozoides refrigerados
24 horas los resultados fueron >10% (Tabla 2).

Por otro lado, la viabilidad espermatica encontrada en el presente trabajo también mostro
un patron descendente en los diferentes tiempos de refrigeracion (Tabla 1), aunque, la mayor
frecuencia fue a las 24 horas post-mortem, no se encontraron diferencias significativas en el
numero de espermatozoides vivos al refrigerar 2, 48, 72 y 96 horas (p>0.05).

Después del proceso de criopreservacion se tuvo una mortalidad espermatica mayor del
50%, se encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre el tiempo de refrigeracion 72 y
96 horas (Tabla 2), siendo mayor la frecuencia de espermatozoides vivos a las 72 horas
postmortem.

La morfologia normal espermatica evaluada no mostré diferencias significativas en los
diferentes tratamientos, aunque se encontr6 una gran frecuencia de gota citoplasmatica.

Patrones con clortetraciclina

Fueron identificados cuatro patrones de fluorescencia con clortetraciclina (CTC) en los
espermatozoides evaluados: T: con fluorescencia uniforme en toda la cabeza; A: libre de
fluorescencia en la region post acrosomal; PA: sin fluorescencia en la region acrosomal; y
SF: cabeza libre de fluorescencia (Figura 1).

La Figura 2-A muestra los valores promedio encontrados de los porcentajes de cada patrén a
diferentes horas de refrigeracion. El patron con mayor frecuencia fue el “T”, guardando una
relacion inversa proporcional con el patron de fluorescencia “PA” y el “SF”. Ademas son
evidentes las diferencias significativas (p<0.05) en los patrones “T” y “SF” donde el primero
tienen mayor frecuencia en los grupos de 2 y 48 horas, que el resto de los tratamientos y el
patron “SF” tiene menor porcentaje en estos grupos.

Después del proceso de congelacion el patron “T” descendid en los tratamientos de 2, 48 y
72 horas post-mortem 48.49% en promedio y los otros dos tratamientos aumentaron en
104.80% en promedio, estos descensos se dieron en relacion con el aumento en los patrones
“PA” y “SF”. Con diferencias significativas (p<0.05) solo en el patron “SF” en el
tratamiento de 2 horas presentandose en menor frecuencia que el resto (Figura 2-B).

La comparacion entre el antes y el después de criopreservar mostrd en el grupo de 2 horas
post-mortem diferencias en el patron T y PA, con un descenso del 52% en el patron T y un
aumento de 800% en el patron PA, al descongelar, efecto parecido también fue observado en
el grupo de 48 horas (descenso del 60% del patron T e incremento de 65% en PA) y 72 horas
(descenso del 42% del patron T e incremento de 37% en PA) aunque este ultimo sin ser
significativo (p>0.05) (Figura 7).

Discusion

Los resultados encontrados en motilidad espermatica en éste trabajo se asemejan a lo
reportado por James et al. (2002), que tampoco encontrd diferencias en la motilidad
progresiva al refrigerar 24 o 48 horas a 5°C (p>0.05) pero si al hacerlo por 72 y 96 horas. Se
ha reportado que la motilidad espermatica progresiva es mayor cuando se congela con
congelador programable que con caja de poliestireno, inmediatamente después de
descongelar (p<0.05) y a las 3 horas (p<0.05), debido a la disminucion de la temperatura a
una velocidad mayor que cuando se usa un congelador programable (Clulow et al., 2008), en
este estudio se utilizé una caja de poliestireno.

En investigaciones o durante los protocolos de inseminacion o criopreservacion se prefiere
que la motilidad progresiva de los espermatozoides sea >60% (Macias et al., 2012, Blottner
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et al, 2001), aunque otros autores realizan criopreservacion con motilidades >30%
(Hernandez et al., 2012). Con estas bases encontramos solo una posible ventana de
oportunidad en nuestro trabajo tomando en cuenta solo la motilidad progresiva: refrigerar
como maximo 2 horas obteniendo motilidades progresivas >30%. El tiempo de refrigeracion
tiene gran importancia para la conservacion de los espermatozoides epididimales y depende
de la biotecnologia que se decida emplear, si se busca usar inseminacion artificial utilizar
muestras con <60% de espermatozoides con motilidad progresiva, disminuiria los
porcentajes de gestaciones exitosas (Chamberland ef al, 2001, Bruemmer et al., 2002a),
mas, si se tiene la posibilidad de usar otras técnicas de reproduccion asistida como
inseminacion por laparoscopia o técnicas in vitro (Perez-Osorio et al., 2008) el obtener
espermatozoides en fresco de tejido refrigerado hasta por 72 horas muestra ser una
oportunidad para preservar el material genético de equinos y hasta 24 horas de
espermatozoides criopreservados. Sin embargo, el equino se caracteriza por tener una gran
variabilidad reproductiva, lo que se demuestra con lo encontrado por diferentes autores
donde incluso refrigerar por solo 24 horas muestra porcentajes de espermatozoides con
motilidad progresiva de 28.2% (Papa et al., 2008) y después de criopreservacion porcentajes
por debajo de 30% (Medeiros et al., 2002, Squires et al., 2004), valores por debajo de lo
minimo reportado como requerido, como nosotros encontramos en el presente trabajo,
aunque, otros reportes han sido de motilidades progresivas entre 50-60% (Hoffmann et al.,
2011).

Patrones descendentes similares de viabilidad observados en este trabajo se han reportado en
otros estudios (James et al., 2002), aunque otros han encontrado porcentajes de
espermatozoides vivos menores a los que reportamos (< 60%) en espermatozoides obtenidos
de cola de epididimo equino en fresco (Rathi et al., 2001).

Hernandez et al. (2012) reportan un porcentaje de espermatozoides vivos del 60.9% al
descongelar espermatozoides epididimales equinos y criopreservados en fresco, porcentaje
mayor del encontrado en el presente trabajo (Tabla 2). Es de esperarse estas bajas en los
porcentajes de viabilidad espermatica después de criopreservacion, pues se sabe que no mas
del 50% de los espermatozoides sobreviven a este proceso (Pojprasath et al., 2011,
Hernandez et al., 2012), debido al choque térmico que involucra las disminucién de su
temperatura de 5°C a -196°C, pero sobre todo al proceso de descongelacion de los
espermatozoides, sometiéndose a cambios irreversibles en la membrana espermatica
(Olaciregui et al., 2014).

Los resultados sobre la morfologia espermatica son contradictorios, algunos autores han
observado que espermatozoides de eyaculado muestran mayor porcentaje de malformaciones
que los obtenidos de epididimo (Monteiro et al., 2011), mientras que otros reportan lo
contrario (Heise ef al., 2011), hay estudios previos que reportan porcentajes de morfologia
normal en espermatozoides obtenidos de epididimo por técnica de flotacion en menor
frecuencia que los encontrados en el presente trabajo (Cary et al., 2004) y otros reportan
mayores porcentajes que los que nosotros pudimos observar (Hernandez ef al., 2012).

En lo que si se encuentra concordancia es que, se han reportado diferencias significativas en
la morfologia normal de espermatozoides de equinos antes y después de congelar (Clulow et
al., 2008, Hernandez et al., 2012, Heise et al., 2011), con porcentajes similares a los que
nosotros exponemos aqui (Hernandez et al., 2012). La morfologia espermatica se modifica
en criopreservacion por haber mayor reactividad de membrana, y aunque esta dado por una
variabilidad individual, hay que tener en cuenta que cada estructura espermatica tiene una
susceptibilidad especifica a la criopreservacion (Blottner ef al., 2001), la pieza principal
tiende a sufrir enrollamientos frecuentemente al sufrir un choque térmico, con disminucion
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en su movimiento progresivo como consecuencia (Wrench et al., 2010).

En este trabajo se lograron identificar cuatro patrones con clortetraciclina antes descritos
incluso en humanos (Perry et al., 1995, Merino et al., 2004, Kholkute et al., 1992), equinos
(Rathi et al., 2001) y otros mamiferos (Chamberland et al., 2001, Rodriguez-Almeida et al.,
2008, Bailey et al., 2000). Determinados patrones fluorescentes con CTC se asocian con si el
espermatozoide esta en estado de capacitacion o si hay o no reaccion acrosomal en el
espermatozoide (Moein-Vaziri et al., 2014), los patrones PA (fluorescencia brillante en la
region postacrosomal) y T (fluorescencia uniforme en cabeza) se han asociado con no
capacitacion en espermatozoides humanos (Perry et al., 1995); en equinos leve fluorescencia
en la cabeza con o sin una banda brillante en la zona ecuatorial se asocia a espermatozoides
vivos no capacitados y el encontrar una fluorescencia brillante en la zona acrosomal (patroén
A) es equivalente a espermatozoide vivo capacitado sin reaccion acrosomal (Neild ef al.,
2003). Un patron de fluorescencia punteada se ha descrito para representar al espermatozoide
con acrosoma parcialmente reaccionado (Perry et al., 1995) y el patron SF (ausencia de
fluorescencia) para espermatozoides con reaccion acrosomal (Merino et al, 2004); en
equinos estos dos patrones junto con el patrén PA representan espermatozoides con reaccion
acrosomal sin hacer distincion de un estadio parcial o total (Neild et al., 2003).

La clortetraciclina neutra fluorescente pasa a través de la membrana celular, creando
complejos con Ca®" libre intracelular y esto conduce a un aumento en su intensidad de
fluorescencia. La unién preferencial del complejo CTC-Ca”" a las regiones hidréfobas de la
membrana espermatica resulta en los diferentes patrones de fluorescencia antes descritos
(Moein-Vaziri et al., 2014). Durante el proceso de capacitacion fisioldgico, se inicia una
delicada reorientacion y modificacion de moléculas en la membrana plasmatica, con el fin de
permitir que el espermatozoide se una a la zona pelicida (ZP) del ovocito e inicie una
reaccion acrosomal, un evento exocitotico que es necesario para que éste penetre la ZP
(Gadella et al., 2001, Rathi ef al., 2001, Arenas et al., 2010), que es Ca*" dependiente por lo
que se requiere el aumento de sus concentraciones internas durante la capacitacion para que
ésta suceda (Rathi et al., 2001). Cuando los espermatozoides estan alterados, los iones Na+y
Ca”™" que entran siempre a las células espermaticas por medio de transporte activo, lo hacen
en mayor cantidad. A 5°C la permeabilidad al Ca*" crece significativamente, superando la
capacidad de eliminacion de los iones por medio de las bombas de Ca®". Asi, el Ca®" se
acumula en el espermatozoide alcanzando niveles toxicos (Brass, 2001).

Las ventaja del uso de CTC es que evalua la etapa final de capacitacion independientemente
de la reaccion acrosomal. Sin embargo, ya que se supone que las fluctuaciones en la
distribucion de los complejos Ca’*-CTC que se unen a moléculas de fosfolipidos
membranales son responsables de los diferentes patrones observados, se debe tener cuidado
en la interpretacion de los resultados, ya que cualquier factor que afecte el espectro de
absorcion de fluorescencia de la CTC o los complejos Ca**-fosfolipido o la intensidad de
fluorescencia de estos complejos podria causar una mala interpretacion en el potencial del
estado de capacitacion de los espermatozoides (Moein-Vaziri et al., 2014).

La motilidad es un parametro utilizado como factor prondstico posterior a la capacitacion
espermatica. El patron PA que se encontrd y sobre todo su frecuencia ascendente se ha
relacionado con astenozoopermia (Kholkute et al, 1992, Merino et al., 2004), lo cual
concuerda con el porcentaje descendente de motilidad espermatica pero no con los valores de
frecuencia del patron PA que se pudo observar en nuestro resultados, sin embargo, es dificil
seflalar comparaciones por las diferencias de especie principalmente sin mencionar las
diferentes formas de manejo.
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El que haya un espermatozoide intacto es de vital importancia para el uso de biotecnologias
de reproduccion asistida pues de no ser asi los porcentajes de fertilidad disminuyen, debido a
que son procesos que se requieren solo en el momento en que los gametos femenino y
masculino entren en contacto en métodos como la inseminacion artificial (Gadella et al.,
2001). Hay reportes de espermatozoides epididimales equinos donde solo el 50.2% + 0.8 se
encuentran intactos al ser obtenidos en fresco (Rathi et al., 2001), y a pesar, que el proceso
de refrigeracion y congelacion interrumpen la actividad metabolica espermatica y alargan la
viabilidad, se puede inducir la capacitacion prematura de los espermatozoides, con incluso
refrigeracion por solo 24 horas (Rodriguez-Almeida et al., 2008) y la criopreservacion
induce no solo la capacitacion, si no también reaccion acrosomal, dafio membranal y
disminucion de la motilidad progresiva (Neild et al., 2003), en condiciones experimentales
incubando con medios capacitantes esto sucede en tan solo 6 horas, pero no se ha visto
relacion entre la viabilidad y el estado de capacitacion (Moein-Vaziri et al., 2014).

Una gran proporcion de espermatozoides equinos con cambios en los patrones de
capacitacion se ha observado después de refrigerar y descongelar usando CTC (Neild et al.,
2003), y aunque se han descrito de 3 (Rathi ef al., 2001) a 6 patrones de fluorescencia en
caballos (Neild et al., 2003), los resultados son similares a lo obtenido en este trabajo donde
se aprecia un aumento en los porcentajes de patrones compatibles con estado de capacitacion

y reaccion acrosomal a mayor horas postmortem, con diferencias significativas en las horas
de refrigeracion y antes y después de congelar.

En conclusion las horas postmortem favorecen la capacitacion espermatica demostrada por el
incremento de los patrones fluorescentes compatibles con dicho estado, este proceso varia a
través del tiempo. La criopreservacion tiene efectos en espermatozoides epididimarios equinos
a2, 24,48, 72 y 96 horas postmortem, induciendo procesos como la capacitacion y reaccion
acrosomal prematuras. Si no es posible colectar espermatozoides epididimales inmediatamente
después de la muerte del caballo, es posible preservar el epididimo a 5°C y procesar las
muestras en las primeras 48 h después de la muerte del animal y realizar criopreservacion.
Estos hallazgos nos podrian permitir seleccionar la ventana de oportunidad que se tiene en
animales castrados o muertos prematuramente, y asi lograr mayor eficiencia en técnicas de
reproduccion asistida.
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Tabla 1. Media porcentual (= EE) y desviacion estandar de caracteristicas espermdaticas basicas en espermatozoides epididimarios
equinos diluidos en medio EDTA-GLUCOSA en fresco a diferentes horas post-mortem.

MP MT VIA
™ Media % + EE DE Media % + EE DE Media % + EE DE

2 h (n=6) 36.67 + 7.60° 18.62 68.33 +6.01° 14.72 79.67 + 1.54° 3.78

24 h (n=8) 24.38 + 7.04® 19.90 48.75 + 8.54 24.16 90.25 + 1.00° 2.82

48 h (n=6) 16.67 +9.19*® 22.51 28.67 + 13.38" 32.78 78.17 + 4.24° 10.38

72 h (n=6) 20.33 +9.87 24.18 29.17 +12.41% 30.40 73.00 + 3.42° 8.37

96 h (n=7) 8.86 +5.47° 14.46 17.86 + 7.55° 19.97 70.71 +5.29° 14.01

MP= movilidad progresiva, MT= movilidad total, VIA= espermatozoides vivos, EE= error estindar, DE= desviacién estandar. Valores con diferentes letras en la misma

columna muestran diferencias significativas (P < 0.05).
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Tabla 2. Media porcentual (= EE) y desviacion estandar de caracteristicas espermaticas basicas en espermatozoides epididimarios
equinos Post-criopreservados, diluidos en medio EDTA-GLUCOSA y 5% de DMF, a diferentes horas post-mortem.

MP MT VIA

T~ Media % + EE DE Media % + EE DE Media % + EE DE
2 h (n=6) 5.84£2.01° 4.92 14.50 + 4.35° 10.65 32.17 £4.35% 10.67
24 h (n=8) 13.13 £ 4.22° 11.93 20.00 + 5.35° 15.12 42.50 + 3.84" 10.85
48 h (n=6) 3.33 +0.84" 2.07 8.33 +1.05® 2.58 30.84 + 5.42% 13.27
72 h (n=6) 10.00 + 4.28° 10.49 20.83 + 6.38" 15.63 49.17 +5.42° 6.52
96 h (n=7) 1.00 +0.72° 1.91 2.43 +1.45° 3.82 25.71 +£5.47° 14.48
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MP= movilidad progresiva, MT= movilidad total, VIA= espermatozoides vivos, EE= error estindar, DE= desviacién estandar. Valores con diferentes letras en la misma

columna muestran diferencias significativas (P < 0.05).

Figura 1. Fotomicrografias fluorescentes de los patrones de clasificacion de CTC en espermatozoides
epididimarios equinos obtenidos a diferentes horas post-mortem. A: Fluorescencia verde brillante
uniforme en toda la cabeza (T); B: Fluorescencia en region acrosomal (A); C: Fluorescencia en region
postacrosomal (PA); y D: Sin fluorescencia en la cabeza espermatica (SF).
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Figura 2. Grafico del porcentaje de frecuencia de los patrones fluorescentes encontrados en
espermatozoides epididimales equinos a diferentes tiempos postmortem marcados con CTC antes y
después del proceso de criopreservacion. Todo= fluorescencia en toda la cabeza espermaética,
Acrosoma= fluorescencia solo en la zona acrosomal sin fluorescencia en el resto de la cabeza,
Postacrosoma= fluorescencia en regidén postacrosomal sin fluorescencia en zona apical, Nada=
ausencia total de fluorescencia. A) Grafico que muestra los resultados en espermatozoides obtenidos
en fresco; B) Grafico de la frecuencia encontrada después del proceso de criopreservacion. Literales
diferentes dentro del mismo grupo de tratamiento y presencia de asteriscos en el mismo patrén/grupo
en graficos A y B, indican diferencias significativas (p<0.05).
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