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l.- Introduccion:
La extraccion de espermatozoides de cola de epididimo en carneros y su utilizacion

ha sido estudiada desde hace varias décadas por algunos autores, (Kaabi et al., 2003
y Tamayo-Canul et al., 2011) en diversas técnicas de reproduccion asistida hasta la
actualidad.

Antes que el espermatozoide entre al tracto reproductor de la hembra y pueda tener
oportunidad de fecundar al ovocito, debe tener la membrana plasmatica integra y no
presentar fragmentacion de ADN, entre otras cosas. El ADN del espermatozoide
puede verse modificado por diferentes eventos, como su paso desde los tubulos
seminiferos hasta el epididimo, la activacion de caspasas y endonucleasas, efecto de
agentes toxicos del medio, temperatura o incluso efecto de almacenamiento. Por ello,
es importante cuidar la integridad del genoma del macho para aumentar las
posibilidades de una gestacion (Sakkas y Alvarez, 2010). Una forma de preservar el
germoplasma de estos animales es la colecta de espermatozoides del epididimo
(Ribeiro, 2013), sin embargo, factores que ocurren entre el tiempo post-mortem y la
recuperacion de los espermatozoides (Kaabi et al., 2003) y la temperatura de
almacenamiento de los epididimos (Monteiro et al., 2013) afectan la calidad posterior
a la descongelacion y la fertilidad de los espermatozoides epididimales post-mortem.
Pese a que cada vez hay mas conocimientos sobre la capacidad fértil de
espermatozoides epididimales, aun faltan estudios en fragmentacién del ADN de los
espermatozoides durante su almacenamiento post-mortem y poder predecir su
impacto en la fecundacion y gestacion. Por tal motivo, se investigara el porcentaje de
fragmentacion de ADN de los espermatozoides ovinos tomados a diferentes tiempos

post-mortem.



Il.- Marco teérico

2.1 Anatomia vy Fisiologia del epididimo

El sistema genital masculino esta integrado por los 6rganos sexuales primarios
representados por las génadas o testiculos; los érganos sexuales secundarios que
comprenden un sistema canalicular constituido por la rete testis, los conductos
eferentes, epididimo y conducto deferente; los 6rganos sexuales accesorios cuyas
secrecionesforman el plasma seminal (prostata, vesiculas seminales, glandulas
bulbouretrales o de Cowper y glandulas uretrales y el pene) (Pérez, 2009).

Se reconocen tres regiones anatomicas del epididimo. La cabeza en la que una
cantidad variable de conductores eferentes (13-20), se unen al conducto epididimario,
formando una estructura aplanada en uno de los polos testiculares, el conducto que
puede llegar a ser muy contorneado y la pared del conducto del epididimo la cual tiene
una notable capa de fibras musculares circulares y un epitelio seudoestratificado de
células cilindricas (Hafez y Hafez, 2002). El epididimo no solo es un conducto para
los espermatozoides, si no que aporta un medio adecuado en el que estos se
concentran, maduran y adquieren la capacidad de fecundacién (Cunningham y Klein,
2009). El conducto deferente es la continuacién de la cola del epididimo, tienen un
calibre mas pequefio. Al inicio tienen un curso sinuoso, dorsalmente, a lo largo del
borde caudal del testiculo, para luego aparecer recto y situarse en la parte caudal del
cordén espermatico (Sisson y Grossman, 2001). El conducto deferente o vasa
deferentia atraviesa los anillos inguinales y llega al abdomen, conectando la cola del
epididimo con la porcion pélvica de la uretra. En la mayoria de las especies la porciéon

terminal de estos conductos se agranda para formar una ampolla, la cual es una



reserva adicional de los espermatozoides, particularmente en los ovinos esta tiene
una funcioén secretora y no de almacenamiento (Cunnigham y Klein, 2009).

2.2 Espermatozoide

La célula germinal masculina se produce en la génada (testiculo) mediante un
proceso permanente de division de las células germinales o espermatogonias. El
proceso de divisibn meidtica denominado espermatogénesis esta controlado
hormonalmente por el eje hipdfisis-hipotdlamo-gonada. A partir de cada
espermatogonia se producen cuatro espermatocitos haploides que permanecen
unidos entre si por puentes citoplasmaticos y a la vez estan en comunicacion con la
célula nutricia o de Sertolli; estas ultimas, a partir de moléculas sefializadoras, inducen
el proceso denominado espermiogénesis o metamorfosis que convierte las
espermatides en espermatozoides (Olivera 2006).

2.2.2 Maduracion espermatica

Es la fase en donde se observan las caracteristicas finales de los espermatozoides:
forma de la cabeza caracteristica de cada especie (oval y plana), cubierta en sus dos
terceras partes por el acrosoma; y la cola compuesta por las piezas media, principal
y terminal; en la pieza media se encuentran las mitocondrias en forma de hélice.

En esta fase se elimina gran parte del citoplasma por desplazamiento del mismo hacia
la pieza terminal de la cola originando la llamada gota citoplasmatica (Olivera, 2006).
El proceso de maduracion termina con la espermiacién, o liberacién de los
espermatozoides a la luz del tubulo seminifero. Mediante movimientos peristalticos
los espermas son transportados de la rete testis a los ductos eferentes y de alli al
epididimo en cuya cola se almacenan (Olivera, 2006).

2.3 Extraccion de espermatozoides del epididimo




La recuperacion de espermatozoides de la cola del epididimo se puede realizar por
aspiracion (Sharma et al., 1997), flotacion (Hewitt et al., 2001), descarga retrograda
(Garde et al., 1994) y una técnica de descarga retrograda modificada (Muradas et al.,
2006). Segun Turri et al. (2012), la técnica de descarga retrogrado es mejor que el
meétodo de flotacion en términos de calidad de esperma, motilidad total y la viabilidad
de los espermatozoides de epididimo en el toro (Pedraza, 2019).

Para la obtencion de los espermatozoides se disecciona el epididimo y se coloca una
canula en el conducto deferente, posteriormente se secciona el epididimo en la zona
de union entre el cuerpo y la cola del epididimo y se realiza un lavado retrogrado de
la cola del epididimo con un diluyente adecuado. Hay que tener en cuenta que en la
cabeza del epididimo se eliminan fluidos sobrantes del espermatozoide inmaduro, en
el cuerpo los espermatozoides comienzan a tener capacidad fecundante y cola donde
fundamentalmente se almacenan espermatozoides maduros (Muradas 2006).

2.4 Analisis espermatico

Concentracion espermatica

La determinacion de la concentracion espermatica es una de las valoraciones
rutinarias de contrastacion seminal mas importantes, ya que la tasa de dilucién
depende de ella y por ende el numero de dosis por eyaculado. La concentracion
espermatica en ovinos es de 2000-6000 x 106/ml. Existen varias formas para realizar
este calculo, siendo las mas utilizadas las camaras de recuento celular (Neubauer,
Burker, Thoma y Makler) y en menor medida se utilizan los contadores celulares
electronicos y los programas informaticos de analisis seminal (Tabarez y Grajales,
2021).

Motilidad espermatica




Su determinacion nos puede proporcionar un medio relativamente sencillo para
conocer la calidad seminal. A pesar de que presenta una pobre correlacion con la
fertilidad in vivo es el parametro mas utilizado junto con la concentracion espermatica
(Tabarez y Grajales, 2021).

Motilidad masal

Esta observacion se hace colocando una gota de semen en un portaobjeto
precalentado a 37 °C para que los espermatozoides no mueran por un choque
térmico, y se observa en el microscopio bajo el lente de 4 6 10X sin necesidad de
colocar el cubreobjeto. La motilidad masal se estima sobre la base del vigor de la
onda de movimiento, asignando un puntaje en una escala que va de cero a cinco
(Tabarez y Grajales, 2021).

Motilidad individual progresiva

La motilidad individual ofrece una visidon del movimiento progresivo rectilineo de los
espermatozoides, la motilidad esta correlacionada positivamente con la concentracién
y el porcentaje espermatozoides viables y negativamente con el porcentaje de formas
anormales; el valor de esta variable ademas, va a depender de la temperatura de
evaluacion y el tipo de diluyente utilizado (Tabarez y Grajales, 2021).

Morfologia espermatica

Las anormalidades espermaticas significan que los espermatozoides no tienen la
conformacién de cabezas y/o colas deseables, en consecuencia su capacidad
fecundante podria estar afectada en distintos grados. El semen ovino normalmente
puede presentar de un 70 a un 90% de espermatozoides normales. Para poder
observar las células se utilizan diferentes tinciones espermaticas, como azul de
metileno o rosa de bengala. Entre las tinciones usadas para la evaluacién de la

morfometria se encuentran Diff-Quick recomendada por la OMS, Hematoxilina de



Harris, Hemacolor y mas recientemente se ha desarrollado la tincién SpermBlue tanto
para humanos como animales (Tabarez y Grajales, 2021).

Viabilidad espermatica

Normalmente se puede encontrar el semen de machos adultos con 80 al 90% de
espermatozoides vivos. También se pueden obtener eyaculados con mas de 30 % de
células muertas, esto puede indicar un detrimento en la fertilidad. El porcentaje de
espermatozoides vivos se puede determinar por medio de coloracion. Las tinciones
mas utilizadas probablemente sean la de eosina-nigrosina y la de Tripan azul. Ambas
son tinciones de membrana impermeable, en las que aquellos espermatozoides que
presenten una integridad estructural en su membrana no van a permitir la penetracién
del colorante; por lo tanto, los que aparezcan tefidos se considerarian muertos
(Tabarez y Grajales, 2021).

Fragmentacion del ADN espermatico.

El origen de la fragmentaciéon del ADN en los espermatozoides se relaciona, en
algunos casos, con actividades enzimaticas, por accidn de nucleasas, ya sean
endogenas o exdgenas (Gosalvez et al., 2008).

Actualmente, existen cuatro pruebas principales de fragmentacion del ADN de los
espermatozoides, que incluyen el ensayo Comet, Tunel, el ensayo de la estructura de
la cromatina de los espermatozoides (SCSA) y la prueba del naranja de acridina
(AOT). Elensayo Comet es una técnica de microscopio Optico en la que los
espermatozoides se mezclan con agarosa fundida y luego se colocan en un
portaobjetos de vidrio. Las células se lisan y luego se someten a una electroforesis
horizontal. ElI ensayo Tunel, otra técnica de microscopio Optico, transfiere un
nucleoétido marcado al grupo 3'OH de una cadena de ADN rota con el uso de la

desoxinucleotidil transferasa terminal. La intensidad de fluorescencia de cada



espermatozoide puntuado se determina como un "si" 0 "no" para los espermatozoides
en un portaobjetos de microscopio 6ptico o por canales de intensidad fluorescente en
un citometro de flujo. EIl AOT basado en microscopio Optico utiliza las propiedades
metacromaticas del naranja de acridina para tefiir los espermatozoides (Evenson y

Wixon, 2006).

lll.- HIPOTESIS

El tiempo transcurrido desde la muerte del ovino hasta la obtencién de
espermatozoides de cola de epididimo es directamente proporcional a la

fragmentacion de ADN.

IV.- Objetivos

4.1 Objetivo General

Evaluar la fragmentacion de ADN espermatico de los espermatozoides tomados de

cola de epididimo a diferentes tiempos post-mortem.

4.2 Objetivos especificos

- Implementar la técnica de obtencion de espermatozoides de cola de epididimo
de ovinos a diferentes tiempos post-mortem mediante lavado retrégrado
epididimal.

- Realizar un espermiograma clasico a las muestras obtenidas de cola de
epididimo de bovinos a diferentes tiempos post-mortem.

- Determinar el porcentaje de células espermaticas que presenten

fragmentacion de ADN mediante la técnica naranja de metilo.

V.- Justificacion



En la actualidad, se desarrollan técnicas de reproduccién asistida las cuales buscan
incrementar la produccion de animales, asi como la preservacion de especies en
peligro de extincidon por lo que de suma importancia que se amplie el estudio de este
tipo de técnicas que permitan la obtencion de material genético de buena calidad para

aminorar costos de produccion y aunado a esto mantener la diversidad genética.
VI.- Metodologia

6.1 Obtencién de muestras

Para el desarrollo experimental de este trabajo se utilizaron espermatozoides
tomados de cola de epididimo de 15 ovinos adultos, los cuales se obtuvieron del
Rastro Municipal de Temamatla (Se localiza en el municipio de Temamatla, Estado
de México, identificado en la zona de Camino Cuautitlan s/n, C.P. 56650. Es un rastro
privado segun registros de Senasica).

Una vez que los ovinos se sacrificaron, las muestras testiculares se transportaron y
conservaron a 4°C en solucion salina fisiologica por diferentes tiempos (24, 48 y 72
h), posteriormente se realizé la diseccion del conducto deferente y de la cola del
epididimo para obtener espermatozoides mediante lavado retrégrado epididimal de

cada par de epididimos.

6.2 Recoleccion y transporte de las muestras

Inmediatamente después de la orquiectomia del animal, se separaron los epididimos
de los testiculos y se disecaron las caudas; ligando el paquete vascular y el conducto
epididimario con hilo de algodén. Cada testiculo fue limpiado con toallas de papel y
se colocaron dentro de bolsas plasticas selladas con 20 ml de solucion salina
fisioldgica y se identificaron con el numero correspondiente al orden en que fueron
recolectados indicando la fecha y hora exactas de la recoleccion.

6.3 Lavado retrégrado epididimal
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El epididimo ya separado del testiculo, se colocaron en una caja Petri, a continuacion,
se localizo la porcion mas cercana de la zona media de la cola del epididimo para
realizar un corte transversal con el bisturi, antes que el diametro del epididimo se
reduzca. Con la finalidad de obtener la mayor cantidad de espermatozoides posibles,
se coloco una aguja de calibre segun el diametro interno de cada conducto deferente
para (Benitez, 2017). Se adapta una jeringa (tipo “air-tite” de 5 ml) conteniendo 3 ml
de medio Andersen y se perfunde lentamente dentro del lumen del vaso deferente. A
medida que se perfunde el vaso deferente con el medio de lavado, se observa un
abultamiento visible de la cola del epididimo. Al continuar con presion suave y
continua con la jeringa, aparece en el extremo cortado de la cola del epididimo el
contenido epididimario, representado por un liquido espeso e inodoro y de un color
crema palido o blanco cremoso (Amann et al., 1982).

6.4 Espermograma

El espermograma tiene como finalidad evaluar el semen y los espermatozoides,
mediante parametros cuantificables como vitalidad, motilidad y su concentracion
(Montoya, 2009).

e El porcentaje de espermatozoides vivos se puede determinar por varios
métodos, siendo la coloracion con eosina, el método mas utilizado. Se
mezclara una gota (10 pL a 15 pL) del semen con una gota del colorante con
eosina al 0,5% en una lamina portaobjeto y se cubre con una laminilla, se deja
reposar la muestra 30 segundos y se procede a contar 200 espermatozoides
(coloreados y no coloreados), con una magnificacion de 400X. Los
espermatozoides vivos tienen su membrana intacta que impide la penetraciéon
del colorante, en tanto que los muertos adquieren la coloracion (Montoya,

2009).
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e La motilidad de los espermatozoides se evaluara en una muestra de 10 uL
entre lamina y laminilla, por duplicado. Estandarizamos el volumen a usar y el
tamano de la laminilla (20x20 mm o 24x24 mm), de manera que para el analisis
se utilice una muestra con una profundidad entre 25 pm y 30 um, la cual
garantiza el movimiento libre de los espermatozoides (Montoya, 2009).

Motilidad “a”: espermatozoides con motilidad progresiva rapida, a una velocidad de
progresion = 25 pm/segundo a 37°C, lo que equivale a la mitad de la cola en distancia
0 a 5 cabezas. Motilidad “b”: espermatozoides con motilidad progresiva lenta, a una
velocidad de progresion entre 5 y 25 ym/segundo a 37°C, lo que equivale a la mitad
de la cola en distancia. Motilidad “c”: espermatozoides con motilidad no progresiva.
Motilidad “d”: espermatozoides inmoviles.

e Para determinar la concentracion de espermatozoides por mL de semen y el
recuento total, se utilizo el area central de la camara de Neubauer. El numero
de cuadrados pequenos en los que se cuentan los espermatozoides depende

de cada muestra (Montoya, 2009).

6.5.- Tincion de Naranja de Acridina para evaluar Fragmentacion del ADN

espermatico

Se fundamenta en la fluorescencia verde que produce el fluorocromo naranja de
acridina cuando se una al ADN de doble cadena y normal y fluorescencia roja cando
se une a ADN desnaturalizado (cadena sencilla). Se realizara de acuerdo a lo indicado
por Sanchez et al (2005) mediante recuento manual del porcentaje de formas que
presenta ADN fragmentado. El estado de ADN del espermatozoide es un indicador
de potencial de fertilidad. Se extienden 10 microlitros de muestra espermatica en un
portaobjetos y se fija con etanol al 96% durante 20 minutos. La tincion de naranja de

acridina se prepara en tampon-citrico-fosfato a pH 3.5. Se tifie durante 5 minutos y se
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lava en agua destilada. Una vez seco, se procede a la lectura en microscopio de
fluorescencia. Este recuento valora el porcentaje de fragmentacion de ADN a 200

elementos.

VIl.- Actividades Realizadas:

Se pudo realizar la recoleccion de muestras testiculares y se pudieron transportar
hasta el laboratorio.

Se realiz6 el analisis seminal de las muestras.

Se obtuvieron resultados de los espermogramas de cada muestra analizada.

Se analizaron los resultados y se escribi6 el reporte.

Se pudieron realizar las tinciones de las muestras a excepcion de las de fluorescencia

VIlIl.-Resultados

Tabla 1.-Porcentaje de espermatozoides vivos obtenidos de cola de epididimo.

Tiempo 24 hrs 48 hrs 72 hrs
postmortem

88 76 56

75 66 45

96 86 78

92 75 68

89 67 79
Promedio y| 88 +/-7.9 74 +/- 8.09 65.2 +/- 14.62
desviacion
estandar

Tabla 2.- Prcentaje de espermatozoides con movilidad progresiva obtenidos de
cola de epididimo.

Tiempo 24 hrs 48 hrs 72 hrs
postmortem

76 70 50

70 59 42

87 78 73

80 70 60

83 62 72
Promedio y|79.2 +/-6.53 67-8 +/-7.50 59.4 +/- 13.56
desviacion
estandar

En la tabla 1 y tabla 2 se puede observar de una manera clara, la disminucién
de tanto el porcentaje de espermatozoides vivos como de movilidad progresiva
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durante su almacenamiento a 4 grados Celsius cuando aumenta el tiempo en
los espermatozoides obtenidos a los diferentes tiempos postmortem.
IX.- Metas Realizadas

Se obtuvieron y evaluaron 30 muestras espermaticas para observacion y
analisis de su calidad.

Se entregd un reporte de servicio social donde se reporté todas las cuestiones
basicas tedricas y practicas del estudio.

Se describio la técnica de obtencidn de espermatozoides epididimales
mediante lavado retrogrado.

Se cumplieron con 480 horas de servicio social de manera practica en
laboratorio.
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