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RESUMEN

Esta investigacion evalué dos protocolos de congelacién de espermatozoides
epididimarios caninos sobre la criosupervivencia celular, uno convencional (CC)
que usa vapores de nitrogeno liquido (NL2) estatico, y otro ultrarrapido (CU) que
sumerge directamente gotas de esperma (30 pL) en NL2. Para este propdsito, se
usaron 60 epididimos de 30 perros adultos orquiectomizados. Las muestras fueron
recuperadas por flujo retrégrado y entonces se conform6 30 agrupaciones (3
muestras epididimarias / agrupaciéon). Cada agrupacion fue dividida en 2 alicuotas
que fueron criopreservadas por CC y CU, usando glicerol (5%, v/v) y sacarosa (250
mM), respectivamente, adicionados al diluyente TCG-YH (tris, acido citrico, glucosa
+ 20% yema de huevo). Los resultados mostraron que el protocolo CU produjo
menores porcentajes (P < 0,05) de motilidad total y progresiva e integridad de
membrana acrosomal que el protocolo CC. Sin embargo, las variables cinéticas
(velocidades curvilinea y rectilinea, rectitud, linealidad, oscilacion, amplitud lateral
de la cabeza y frecuencia de batida de flagelo) e integridad de la membrana
plasmatica (viabilidad) no difirieron (P > 0,05) entre ambos métodos de congelacion.
Eficientemente, el protocolo de congelacion CU no varié (P > 0,05) el largo, ancho,
area y perimetro de la cabeza espermatica con respecto a los valores sin congelar.
En conclusién, el protocolo CU afecta la motilidad en comparaciéon con el protocolo
CC, no obstante, el logro de los niveles de cinética y viabilidad junto con el
mantenimiento de las dimensiones morfométricas de la cabeza abre buenas
expectativas para su uso en la criopreservacion eficiente de espermatozoides

epididimarios de caninos domeésticos y silvestres.

Palabras clave: Espermatozoides caninos. Epididimo. Criopreservacion.

Congelacién convencional. Congelacion ultrarrapida.
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ABSTRACT

This study was aimed to assess two canine epididymal sperm freezing protocols on
cryosurvival, one conventional (CF) that uses static liquid nitrogen (LN2) vapors, and
another ultra-rapid (UF) that directly plunges drops (30uL) of sperm in LN2. For this
purpose, sixty epididymides from 30 orchiectomized adult dogs were used. The
sperm samples were retrieved by retrograde flushing and then thirty pools were
conformed (3 epididymal samples/pool). Each pool was divided into 2 aliquots that
were cryopreserved with both CF and UF protocols using either 5% glycerol and
250 mM sucrose, respectively, added to the TCG-EY extender (tris, citric acid,
glucose plus 20% egg yolk). The results showed that the UF protocol produced
lower motility (total and progressive) and acrosomal membrane integrity (P < 0.05)
than the CF protocol. However, the kinetic variables (curvilinear and rectilinear
velocities, straightness, linearity, oscillation, the amplitude of lateral head
displacement and beat-cross frequency) and plasma membrane integrity (viability)
did not differ (P > 0.05) between both cryopreserving protocols. Efficiently, the UF
protocol did not vary (P > 0.05) the length, width, area, and perimeter of the sperm
head with respect to the non-frozen values. In conclusion, the UF protocol affects
motility compared to the CF protocol. Despite this, the achievement of kinetics and
viability levels in conjunction with the invariance of the morphometric head
dimensions opens up good expectations for its use in the efficient cryopreservation

of epididymal sperm from domestic and non-domestic canines.

Keywords: Canine sperm. Epididymis. Cryopreservation. Conventional freezing.

Ultra-rapid freezing.

Blanca Gabriela Landi Loja y Edisson Leonardo Mejia Jara Pagina. 2



5E% UNIVERSIDAD DE CUENCA

&5

INDICE

Acronimos.

1. INTRODUCCION ...ttt 18
2. OBUIETIVOS ..o eaaans 22
2.1, ODJEtiVO gENETAl........uiiie e 22
2.2.  ODjetivOS €SPECITICOS ....cceeeiiiieeiiic e 22
3. REVISION DE LITERATURA .....ooiieeeceeeeeeeeeee et 23
3.1. ANATOMIA REPRODUCTIVA DEL MACHO......c.ccceoeieeeeeieeeeeeen, 23
.11, TESHCUIOS ... 23
3.1.2. CordOn €SPEIrMALICO ......ccuvuriiiiieeeeeeeeeiiiie e e e e e e e e e e e e e 23
3.1.3.  EPIAIAdIMO. . 23
3.1.4. Estructura del epididimo ........ccooeeiiiiiiiiiiiiiieee e 23
3.1.5. Espermatozoides epididimarioS................uuuuuuriimmmmmiiiiiiiiiiiiiiiinniennnen. 24
3.2.  FISIOLOGIA ESPERMATICA .....ocuiiiiiieeieieenesieieiee et 25
1 2 I 1Y = o (U] = Tox T o SRRSO 25
I B OF- Yo - Yo | = (o3 T o H SRR 26
3.2.3.  ReacCion aCroSOMaAl ............eeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 26
3.3. ESTRUCTURA ESPERMATICA ......cooioeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 26
.31, CADEZA .. 27
3.3.2.  PI@ZA MEAIA. .. .eiiiiiieiiiiiee e 27
3.3.3.  Cola €SPEIMALICA........cceviiiiiiiie et 27
3.3.4.  Vaina MitoCONAIIAl ...........uvuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 27
3.3.5. Membrana del espermatozoide .............cccevuiiiiiiiiiiiiecce e 28
3.3.5.1. ComposicCion liPIdiCa .....ccceeeeeeiiiieiiicce e, 28
3.3.5.2. COMPOSICION PrOLEICA......ceeeeeeeeeeee e 29
3.4. OBTENCION DE ESPERMATOZOIDES CANINOS........cccoveereieienen. 29

Blanca Gabriela Landi Loja y Edisson Leonardo Mejia Jara Pagina. 3



5E% UNIVERSIDAD DE CUENCA

&5
3.5. RECOLECCION Y EVALUACION DE SEMEN......cccsiuiiiireninieineene, 29
3.6.  CRIOPRESERVACION......ccotiiiiiitiiiiiieeieieene sttt 29

3.6.1. Criopreservacion de espermatozoides ..........cccooevuvviiiieeeeeeeeniiiiinne 30
3.6.2. Principios de la CriopreServacion .............ccccceeviiiuiieieeeeeeeee e 30
3.6.3.  DIUYENTES ..o 30

G I S O g To] o] 1] (=01 (o (=1 P 31
3.6.5. Congelacion convencional.............ccouuuuuiiiiieeeeeeeeeceee e 31
3.6.6. Vitrificacion y congelacion ultrarrapida ...........cccccvvviiiiiie e, 32
3.7. Evaluacion de calidad espermatica por el sistema CASA.........cccccuueee. 33
3.7.1. Andlisis de concentracion y motilidad ..............ccccevvieiiiii e, 34
3.7.2. Integridad de la Membrana Plasmatica ............ccccccceeeeeeeeeeieeeeiiinnnnnn. 35
3.7.3.  Andlisis de mOorfometria ........ccccceeeriiiiiiiiiii e 35
4. MATERIALES Y METODOS .......ooiiiiiieieecie et 38
4.1, MALEAIES ...cooviiiiiiiiiiiiiiieeeee e 38
4.1.1. MaterialeS FiSICOS .....ccoiiiiiiiiiiiiieee e 38
4.1.2. Materiales BiOlOQICOS..........uuuiiiiieeeiiiiiiiiieiiee e 38
4.1.3. Materiales QUIMICOS .......uuuuuuuuiiniiiiiiiiiiiiiiiiniineenaneaaneennaraaanennane 38
4.1.4. Materiales de Laboratorio .................uueeeuiuimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeees 39
.2, MELOUOS ...ttt 40
4.2.1. Elareade eStUdiO.........ccccuuiiiiiiiieiiiiiiiieeee e 40
4.2.2. Ubicacion politica-geografica..........cccceevieeeiiiiiiiiiiii e 40
4.2.3. Unidad experimental y disefio experimental ............cccccoocovviiineennnnnn. 40
4.2.4. Metodologia para la Investigacion ..............cooeuviieiiieeeeeiieeeee e, 41
4.2.5. Desarrollo de la investigacion: ..........ccccooeeeviiiiiiiiiii e 42
4.2.5.1. Preparacion de diluyentes y medios .........ccccceeeeieeeiiiiiiiiiiiin e, 42
4.2.5.2. Recuperacion EspermatiCa ............cccceeeeieii 44
4.2.5.3. Agrupaciones (POOI)........ccoooriiiiiii 44

Blanca Gabriela Landi Loja y Edisson Leonardo Mejia Jara Pagina. 4



E% UNIVERSIDAD DE CUENCA

4.2.5.4. Evaluacion de la concentracion..............occcuuveeeeiieeeininniiiiieeeenn 45
4.2.5.5. Variables de motilidad.............oooeeeiiiiii 45
4.2.5.6. Integridad de membranas eSpermaticas ..........cccccceevrvvvvrreeeennnn. 46
4.2.5.7. AnAlisiS MOrfOMELrCO .......oooiiiiiiiiiiiee e 47
4.2.5.8. Criopreservacion de espermatozoides..........ccccceeeeerriiviineeeennn. 47
4.2.5.8.1. Congelacion convencional (CC).........ccccceeiiiieeiieeviiiiiiii e, 47
4.2.5.8.2. Congelacion Ultrarrapida (CU) .......ooeveviiiiiiiieeieeeeeceee e, 48

4.2.6. ANAlISIS €StadiStiCO ..o 48

5 RESULTADOS Y DISCUSION.......cocoviiieeeeeieceececeeeeeee et 50
5.1. Variables de cinética eSpermatiCa:..........ccccceeeeeeeeeeeeieeiiicie e 50
5.2. Integridad de membranas plasmatica y acrosomal...............cccceevvvvvnnnnn. 56
5.3. Analisis de morfometria de la cabeza de los espermatozoides ............. 61
6 CONCLUSIONES ... e 63
7. RECOMENDACIONES ... 64
8. BIBLIOGRAFIA ...ttt 65
9. ANEXOS s 78

Blanca Gabriela Landi Loja y Edisson Leonardo Mejia Jara

Pagina. 5



¢

E% UNIVERSIDAD DE CUENCA

g

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Testiculo con escroto, sin escroto y corte transversal a través de los

TUDUIOS SEMINITEIOS. ..cciiiiiie e 26
Figura 2. Principales elementos de los espermatozoides de mamiferos.............. 27

Figura 3. Evaluacibn de la integridad de membrana plasmética con

L[] (1 ol=) g Lo = VTR 37

Figura 4. Analisis espermatico de cada espermatozoide; amarillo=acrosoma;

azul=resto de la cabeza; verde=parte anterior de la pieza intermedia................... 38
Figura 5. Mapa de Ubicacion del area de estudio (Azuay)..........ccoeevvvevvvvvvnncennennn. 41
Figura 6. Cuadro de disefio experimental............cccoooviiiiiiiiiiiiiiii e 44
Figura 7. Lectura en la cAmara de Neubauer de los espermatozoides................. 46

Figura 8. Figura 8. Porcentaje de motilidad total (MT) y progresiva (MP) de
muestras frescas-diluidas y congeladas-descongeladas por el método convencional
(CC) y la congelacion ultra-rapida (CU).........ooeeeiiiiiiiiieieeeeee e 50
Figura 9. Velocidad curvilinea (VCL), velocidad promedio (VAP) y velocidad
rectilinea (VSL) de muestras frescas-diluidas y congeladas-descongeladas por el
método convencional (CC) y la congelacion ultra-rapida (CU)...........cooevvvvevvvvnnnnnn. 51
Figura 10. Parametros de relacion que expresan rectitud (STR), linealidad (LIN) y
oscilacion (WOB) de muestras frescas-diluidas y congeladas-descongeladas por el
método convencional (CC) y la congelacion ultra-rapida (CU)........ccccoeecvveeeeeennnns 52
Figura 11. Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y frecuencia de
batido de flagelo (BCF) de muestras frescas-diluidas y congeladas-descongeladas
por el método convencional (CC) y la congelacion ultra-rapida (CU)..................... 53
Figura 12. Estado de las membranas plasmatica y acrosomal evaluadas en las
diversas subcategorias mediante la prueba de doble fluorescencia Pl / PNA-FITC
en muestras frescas-diluidas y congeladas-descongeladas por el método
convencional (CC) y la congelacion ultra-rapida (CU)..........ccoovvvvviiiiiiiiiinieeeeeeeen, 58
Figura 13. Integridad de la membrana plasméatica y acrosomal de las muestras
frescas-diluidas y congeladas-descongeladas por el método convencional (CC) y la

congelacion ultra-rapida (CU).........cooeiiiiiieeeie e 59

Blanca Gabriela Landi Loja y Edisson Leonardo Mejia Jara Pagina. 6



E% UNIVERSIDAD DE CUENCA

=

Figura 14. Largo, ancho area y perimetro de las muestras frescas-diluidas y
congeladas-descongeladas por el método convencional (CC) y la congelacion ultra-
7= 1] T = N (U 61

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Diluyente SINtELICO TCG.......ooviiiiiiiiiie e e e e e eeeeaanens 43
Tabla 2. Diluyente para Congelacion convencional (CC)..........c.occvuereeeriiiiiieeeeannnns 43
Tabla 3. Diluyente para Congelacion ultrarrapida (CU).........ccooviiiiiieeeeiiiiiiieeeenns 44
Tabla 4. HEPES para fluoreSCeNCia.............uuuveueiiiiiiiiiieeeeeeeceeiseeie e 44
Tabla 5. YOduro de propidio...........ccoviiiiiiiiiiiiiiiice e e e e e e 44
Tabla 6. AQIULINING. .......euiiiiiiiii e 44

Blanca Gabriela Landi Loja y Edisson Leonardo Mejia Jara Pagina. 7



AE% UNIVERSIDAD DE CUENCA

g

INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Valores promedios y variabilidad (promedio + error estandar de la media)
de los pardametros cinéticos del sistema CASA de las muestras frescas y

congeladas-descongeladas por el método convencional (CC)) y ultra-rapido

Anexo 2. Porcentajes de espermatozoides (promedio + error estandar de la media)
en las diversas categorias de integridad de la membrana (evaluados con
marcadores fluorescentes Pl / PNA-FITC) de las muestras frescas y congeladas-

descongeladas por el método convencional (CC)) y ultra-rapido (CU)................... 78

Anexo 3. Valores promedio (promedio + error estandar de la media) del largo,
ancho, area y perimetro de la cabeza de las muestras frescas y congeladas-

descongeladas por el método convencional (CC)) y ultra-rapido (CU)................... 78

Anexo 4. Proceso Quirurgico para la obtencion de testiculos con sus epididimos
1) = 1o (o RSN (@ | T 79

Anexo 5. Testiculos con problemas patoldgicos descartados...........cccvvveeeeeeeeennn. 79

Anexo 6. Diseccion del epididimo con sus tres partes intactas y conducto deferente

Anexo 7. Técnica de flujo retrogrado para la recuperacion de espermatozoides

L= 1o [T 1 4 F= U [0 1S SUERPPPPPRR 79

Anexo 8. Material obtenido después de la realizacion de la técnica de flujo

(=110 T0] =T [0 H OSSPSR 80
Anexo 9. Material espermatico obtenido recogido con una pipeta de 1000 ml....... 80

Anexo 10. Preparacion del material obtenido para realizar los diferentes procesos

(o [=3 4 1=10 [o1[0] o FUTTTEUTTUTR OO TRRTPR 80

Anexo 11. Camara de Neubauer con muestra para medir la concentracion

L] 01T 1= L Tox= VPO PUSRRRPPPPR 80
Anexo 12. Medicion de parametros de Motilidad: Total y Progresiva y Cinética...81

Anexo 13. Preparacibn de muestras con tincibn Sperm Blue para evaluar

[ 010] g (0] 8 111 1= VTP UP TP 81

Blanca Gabriela Landi Loja y Edisson Leonardo Mejia Jara Pagina. 8



AE% UNIVERSIDAD DE CUENCA

g

Anexo 14. Cargado de pajuelas para realizar el método de congelacion

(o0] g \VZ=T o To] o F- 1 N (O 4 1RSSR 81

Anexo 15. Movimiento de las pajuelas de la primera rampa a la segunda en el

procedimiento de la congelacidn convencional.............ccccoooeiiiicciciiiiiieiiicceee e, 81

Anexo 16. Gotas de 30 pl de material espermatico sumergidas en NL2 dejando caer

AdeSde UNA AltUFA A& 15 CIM. e e 82

Anexo 17. Pellets formados en la congelacion ultrarrapida y colocados en un tubo
FAICON A 15 M.ttt e 82

Anexo 18. Pellets colocados en bafio Maria para su descongelamiento............... 82

Anexo 19. Material obtenido después de la descongelacién de los pellets en bafio

Anexo 20. Limpieza de particulas extrafias de las muestras de Motilidad y
L@ T3 1o TSP 83

Anexo 21. Evaluacién de morfometria de las muestras con tincion de Sperm

Anexo 22. Evaluacion de la integridad de membranas en donde se observa IPDA,
DPIA, DPDA ... ittt e e e e e e e — e e s e e e e e aaaaaaes 83

Blanca Gabriela Landi Loja y Edisson Leonardo Mejia Jara Pagina. 9



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Clausula de licencia y autorizacion para publicacion en el
Repositorio Institucional

Blanca Gabriela Landi Loja, en calidad de autor y titular de los derechos morales y
patrimoniales del trabajo de titulacién Evaluacion de dos protocolos de congelacién de
espermatozoides epididimarios en la especie Canis Lupus familiaris, de conformidad con el
At. 114 del CODIGO ORGANICO DE LA ECONOMIA SOCIAL DE LOS
CONOCIMIENTOS, CREATIVIDAD E INNOVACION reconozco a favor de la Universidad
de Cuenca una licencia gratuita, intransferible y no exclusiva para el uso no comercial de la
obra, con fines estrictamente académicos.

Asimismo, autorizo a la Universidad de Cuerica para que realice la publicacion de este
trabajo de titulacién en el repositorio institucional, de conformidad a lo dispuesto en el Art.
144 de la Ley Organica de Educacion Superior.

Cuenca, 17 de septiembre de 2021

| —
A% .
- -

Blanca Gabriela Landi Loja
C.l: 1450070147



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Clausula de licencia y autorizacion para publicacién en el
Repositorio Institucional

Edisson Leonardo Mejfa Jara, en calidad de autor y titular de los derechos morales y
patrimoniales del trabajo de titulacion Evaluacién de dos protocolos de congelacion de
espermalozoides epididimarios en la especie Canis Lupus farnilians, de conformidad con el
Art. 114 del CODIGO ORGANICO DE LA ECONOMIA SOCIAL DE LOS
CONOCIMIENTOS, CREATIVIDAD E INNOVACION reconozco a favor de la Universidad
de Cuenca una licencia gratuita, intransfenble y no exclusiva para el uso no comercial de la
obra, con fines estrictamente académicos.

Asimismo, autorizo a la Universidad de Cuenca para que realice la publicacion de este
trabajo de titulacion en el repositorio institucional, de conformidad a lo dispuesto en el Ant.
144 de la Ley Organica de Educacion Superior.

Cuenca, 17 de septiembre de 2021

/-.—/-\.\

e |

L —

— -
S— N\

Edisson Leonardo Mejia Jara

C.l: 0104083738



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Clausula de Propiedad Intelectual

Blanca Gabriela Landi Loja, autor del trabajo de titulacién Evaluacion de dos protocolos de
congelacion de espermatozoides epididimarios en la especie Canis Lupus famifianis,
certifico que lodas las ideas. opiniones y contenidos expuestos en la presente investigacion
son de exclusiva responsabilidad de su autor.

Cuenca, 17 de septiembre de 2021

Blanca Gabriela Landi Loja
C.l: 1450070147



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Clausula de Propiedad Intelectual

Edisson Leonardo Mejla Jara, autor del trabajo de litulacién Evaluacion de dos protocolos
de congelacién de espermatozoides epididimarios en la especie Carnis Lupus familiaris,
certifico que todas las ideas, opiniones y contenidos expuestos en la presente investigacion
son de exclusiva responsabilidad de su autor.

Cuenca, 17 de sepliembre de 2021

Edisson Leonardo Mejia Jara

C.l: 0104083738



AE% UNIVERSIDAD DE CUENCA
g

AGRADECIMIENTOS

Queremos agradecer a Dios por guiarnos paso a paso en nuestro camino de
estudio universitario, por darnos la fuerza y perseverancia para seguir adelante y
alcanzar una meta mas, la cual nos permite desarrollarnos como profesionales en

Medicina Veterinaria.

A nuestros familiares y amigos, quienes estuvieron en todo momento apoyandonos

moralmente y con sus consejos a lo largo de nuestra trayectoria universitaria.

Al Dr. Diego Andrés Galarza M.V.Z, Mgs, Ph.D., por haber confiado en nosotros,
haber dirigido nuestra tesis y apoyarnos en cada momento con sus amplios
conocimientos, experiencia y paciencia para la realizacion de este proyecto de

tesis.

A los miembros del tribunal, al Dr. Manuel Soria, al Dr. Guillermo Guevara y a la
Dra. Cristina Bernardi, por habernos brindado su tiempo y darnos consejos en la

realizacion de este proyecto de tesis.

A la Escuela de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad de Cuenca, al Dr. Juan Taboada y todo su equipo
de las campafias de esterilizacion, quienes nos permitieron ser participes de las

mismas y asi poder llevar a cabo nuestra investigacion.

Un agradecimiento especial a los Técnicos docentes del laboratorio, Xavier
Samaniego y Jonathan Alvarado por el apoyo en el desarrollo de la parte practica

de este proyecto de titulacion.

Gabriela & Edisson

Blanca Gabriela Landi Loja y Edisson Leonardo Mejia Jara Pagina. 14



AE% UNIVERSIDAD DE CUENCA
g

DEDICATORIA

A Dios todo poderoso mi creador, mi fuente de inspiracion y sabiduria a lo largo de
toda la vida, gracias por guiarme a tomar las mejores decisiones siempre, las cuales

me han formado en la persona que ahora soy.

Un especial sentimiento de gratitud a mi familia, lo mas valioso que poseo, por ser
mi fuerza y motivo de luchar cada dia. Por todo el amor brindado, su enorme apoyo
incondicional y comprension en los ultimos afios me ha permitido cumplir con todas

mis metas y suefios.

Al Dr. Diego Andrés Galarza, por sus invaluables consejos, apoyo continuo y
paciencia durante todo este proceso, su inmenso conocimiento y experiencia me
han animado en todo el tiempo de investigacion a dar todo de mi para terminar este

trabajo con mucho éxito.

A mis maestros, que dia a dia me ensefiaron con paciencia y dedicacion, sus
palabras y ensefianzas resuenan en mis oidos, gracias por proporcionarme las
herramientas necesarias para convertirme en una excelente profesional en

Medicina Veterinaria.

A mis amigos, por creer en mi, por todo el tiempo de estudio compartido y por
ensefiarme lo increible que es la vida de estudiante, me llevo en el corazén los
momentos maravillosos que compartimos en las aulas y todas las anécdotas vividas

las cuales siempre recordaré.

Gabriela Landi L.

Blanca Gabriela Landi Loja y Edisson Leonardo Mejia Jara Pagina. 15



E% UNIVERSIDAD DE CUENCA

DEDICATORIA TESIS

A mis padres por su apoyo, esfuerzo, perseverancia y amor que me han brindado
en todo momento de mivida, y mas en los momentos dificiles. Este logro de mi vida

es gracias a ustedes ya que sin su apoyo no lo hubiese podido lograr.

A mi familia en general que confiaron en mi y me brindaron siempre su ayuda para

poder seguir adelante.

A Gabriela, quién desde que entre a la Universidad confié en mi desde el primer
momento y con la cual hemos compartido muchas anécdotas y logros de nivel
académico, gracias por haber aceptado ser mi compafiera para el desarrollo de
esta tesis.

Al Dr. Diego Andrés Galarza por haber confiado en nosotros para que este proyecto
de tesis sea excelente dandonos apoyo, comprension y con palabras
motivacionales lo que me ha dado fortaleza para seguir adelante y alcanzar esta

meta en mi vida.

Al Dr. Juan Taboada quien, a mas de ser mi profesor, fue un gran amigo que me

aconsejo siempre a lo largo de toda mi vida Universitaria.

Edisson Mejia J.

Blanca Gabriela Landi Loja y Edisson Leonardo Mejia Jara Pagina. 16



AE% UNIVERSIDAD DE CUENCA
(=

Acronimos
Acrénimos
CuU Congelacién ultrarrapida
CC Congelacién convencional
TCG Tris, acido citrico, glucosa
YH Yema de huevo
Pl Yoduro de propidio
PNA-FITC Aglutinina
ul Microlitros
mM Milimolar
NL2 Nitrégeno liquido
MT Motilidad total
MP Motilidad progresiva
VCL Velocidad curvilinea
VSL Velocidad rectilinea
VAP Velocidad promedio
LIN Linealidad
STR Rectitud
WOB Oscilacion
BCF Frecuencia del batido del flagelo
ALH Amplitud del movimiento lateral de la cabeza
IPIA Membrana plasmatica intacta y acrosoma intacto
IPDA Membrana plasmatica intacta y acrosoma dafiado
DPIA Membrana plasmatica dafiada y acrosoma intacto
DPDA Membrana plasmatica dafiada y acrosoma dafiado
IMP Membrana plasmatica intacta
IMA Membrana acrosomal intacta

Blanca Gabriela Landi Loja y Edisson Leonardo Mejia Jara Pagina. 17



551% UNIVERSIDAD DE CUENCA
g

1. INTRODUCCION

En los ultimos afos, el desarrollo de las biotecnologias reproductivas ha progresado
considerablemente permitiendo preservar el material genético (ej. gametos y
embriones) de reproductores (machos y hembras) considerados de alto valor
genético. La criobiologia permite recuperar y preservar espermatozoides de
individuos de varias especies, tanto de animales vivos como de animales que han
muerto bajo diferentes circunstancias (ej. causas inesperadas). Previo a la
criopreservacion, los espermatozoides son recuperados de diferentes maneras. La
manera mas comun de recuperar espermatozoides es a través de la vagina artificial
y la electroeyaculacién aplicada a animales vivos. Como resultado se obtiene
eyaculados de semen que incluyen en sus componentes plasma seminal
proveniente de las glandulas sexuales masculinas (vesiculas seminales, bulbo
uretrales y prostata). El plasma seminal desempefia un papel fundamental de
proteccion de espermatozoides contra el choque de frio y choque osmotico. Esto
no sucede con los espermatozoides epididimarios recuperados post-mortem o
después de una orquiectomia (castracion quirdrgica) debido a que los
espermatozoides provienen de la cola del epididimo, y entonces, el fluido en el que

estan inmersos son estrictamente epididimarios (Santiago-Moreno et al., 2020).

En este sentido, los espermatozoides de la cola del epididimo, al carecer de los
componentes del eyaculado seminal, se convierten en células mas sensibles al
choque de frio (Salamon y Maxwell, 2000) y lesiones criogenénicas durante el
proceso de congelacién y descongelacion (Prapaiwan et al., 2016). Por esta razon,
se ha sugerido que los espermatozoides de origen epididimario podrian ser mas
sensibles a la criopreservacibn en comparacion con los espermatozoides
provenientes de eyaculados. Sin embargo, la capacidad de los espermatozoides
para resistir el dafio durante la criopreservacién parece residir en las propias
células, probablemente, debido a la composicion como ha sido evidenciado en
espermatozoides de toros y carneros (Graham, 1994). Ademas, se ha reportado
gue los espermatozoides del perro responden de manera diferente a la
criopreservacion en comparaciéon con otras especies de animales debido a las
diferencias individuales entre machos y una variabilidad en la tasa de concepcion

después de la descongelacion (Yu et al., 2002). Concomitante a estos efectos, se
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ha determinado que incrementa el dafio oxidativo después de la descongelacion
(Lucio et al., 2016). En consecuencia, los actuales protocolos de criopreservacion
de esperma epididimario van direccionados a proteger las membranas
espermaticas (inmaduro) y mejorar las técnicas de congelacion ya que estos son

tedricamente mas sensibles.

Durante el proceso de criopreservacion ocurren cambios estructurales, biogquimicos
y funcionales que limitan la supervivencia celular (Maxwell et al.,, 1993). La
supervivencia celular depende, principalmente, del estrés osmético vy
deshidratacion celular que sufren los espermatozoides durante la congelacion y
descongelacion (Hammerstedt et al., 1990; Mazur, 1984). Ademas, los
espermatozoides pueden ser afectados por los dafios mecanicos ocurridos por la
produccién de cristales de hielo extra e intracelular. Estos cambios provocan la
muerte de algunos espermatozoides y graves dafios latentes en la poblacion de
espermatozoides que sobrevive después de la criopreservacion, lo que
compromete la vida atil y la capacidad fecundante de los espermatozoides

congelados y descongelados (Watson, 1995).

Holt et al., (2014) sugieren que esos cambios que sufren los espermatozoides
durante la criopreservacion se atribuyen especificamente a las velocidades de
enfriamiento. Otros autores han sugerido que la supervivencia espermatica
posdescongelacién va a depender en gran medida del proceso en si de congelacion
gue involucra el tipo de diluyente usado, los agentes crioprotectores (penetrantes y
no penetrantes) y su exposicion, el protocolo de congelacion, las velocidades de

enfriamiento y el método de descongelacién empleada, etc. (Grétter et al., 2019).

Si  bien, estos factores descritos anteriormente han sido estudiados
minuciosamente, los resultados obtenidos en criosupervivencia de
espermatozoides caninos sigue siendo variable con los métodos convencionales
de congelacion (ej. motilidad y viabilidad entre 20 — 40%) (Yu, 2014). Sin embargo,
la criosupervivencia de espermatozoides caninos epididimarios ha mejorado
usando diluyentes a base de Tris (ej. motilidad y viabilidad del 40 — 50%) (Mota-
Filho et al., 2014; Martins et al., 2012). Varios estudios describen que la membrana
plasmatica y el acrosoma de espermatozoides caninos son sensibles a los cambios

de temperatura y que al tratarse de espermatozoides epididimarios, a diferencia a
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un esperma eyaculado, no han interactuado con proteinas del plasma seminal,
fluidos vitaminicos, fuentes de energia, azucares, etc., y estos son mas sensibles
a sufrir choque de frio (Hewitt et al., 2001). En consecuencia, es necesario buscar
nuevas alternativas de criopreservacion de espermatozoides caninos que permitan

incrementar una mayor criosupervivencia celular.

En este sentido, los nuevos protocolos de congelacién de esperma canino buscan
disminuir este criodafio mediante el uso de dos 0 mas rampas de enfriamiento. Una
primera rampa que proporcione una velocidad inicial lenta (ej. 4 - 5 °C/min) hasta
el momento de la nucleacién de hielo, seguida por una aceleracion con velocidades
de enfriamiento mas altas tales como 20 °C/min. Esto podria mejorar el nivel de
deshidratacion celular y lograr un equilibrio osmoético durante el congelamiento
como ha sido demostrado por Woelders y Chaveiro (2004). De hecho, se ha
evidenciado que el uso de protocolos de congelacion que usan velocidades de
enfriamiento por aceleracion y que incluyen velocidades iniciales lentas producen
una mejor motilidad, cinética, integridad de membranas espermaticas (plasmatica,
acrosomal y mitocondrial) e integridad de ADN (Galarza et al., 2019a; Galarza et
al., 2019b).

Otras alternativas de criopreservacion son la congelaciéon ultrarrapida (CU) y/o
vitrificacién (V). Estas biotecnologias reproductivas son consideradas de gran
importancia en los recientes avances de la criobiologia. Estas técnicas de
criopreservacion emplean velocidades de enfriamiento muy rapidas que van desde
15 000 hasta 30 000 °C/min, y todo el proceso tarda solo algunos segundos. Si bien
la congelacion convencional requiere el uso de crioprotectores para prevenir el
dafio causado por la formacién de cristales de hielo, el uso de concentraciones
elevadas de crioprotectores no penetrantes (desde 100 mM hasta 6 M) y un
enfriamiento rapido permite que las soluciones se enfrien a temperaturas
extremadamente bajas sin que se forme hielo en absoluto (Holt et al., 2014).
Estudios sugieren que este modo de criopreservacion ultrarrapida no forma
cristales de hielo y alcanza la transicidn vitrea mas rapido y estable (Restrepo et
al., 2009). Para lograr este propdsito, tanto la CU o V necesitan agentes
crioprotectores no penetrantes como azucares disacaridos (ej. sacarosa o

trehalosa). Este efecto ya ha sido inicialmente demostrado por Caturla-Sanchez et
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al. (2018) en la criopreservacion de espermatozoides caninos provenientes de
eyaculados. Sin embargo, se conocen reportes limitados sobre la congelacion
ultrarrapida o vitrificacion de espermatozoides epididimarios de perros. De hecho,
no se ha reportado evidencias sobre estos métodos de criopreservacion en
espermatozoides caninos de origen epididimario. De todas maneras, los resultados
reportados han sido poco deseables (Restrepo et al., 2009). En consecuencia,
considerando el éxito de esta técnica en la conservacion de espermatozoides
humanos, la vitrificacion o congelacion ultrarrapida podria constituirse en el futuro

de la criopreservacion del semen canino.

Por lo tanto, la presente investigacion pretende demostrar que la técnica de CU
puede ser una alternativa util y prometedora a la congelacién con vapores de NL:2
y que podrian incrementar el resultado de la criosupervivencia espermatica basada
en términos de cinética e integridad de membranas plasmética y acrosomal, y por
lo tanto, fertilidad en general como ha sido demostrado previamente por Bunyaga
y Kashoma, (2017).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Evaluar dos protocolos de congelacion de espermatozoides epididimarios de
caninos sobre las caracteristicas de motilidad, integridad de las membranas

espermaticas y morfometria celular.

2.2. Objetivos especificos

e Evaluar las caracteristicas cinéticas de espermatozoides epididimarios
recuperados después de 96 h de almacenamiento en refrigeracion (5 °C).

e Comparar los métodos de congelacibn de espermatozoides caninos
(convencional y ultrarrapida) mediante el analisis cinético e integridad de
membranas espermaticas.

e Evaluar las caracteristicas morfométricas de los espermatozoides
epididimarios antes y después de cada tipo de congelacion usando la tincién
SpermBlue y sistema ASMA, SCA.
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3. REVISION DE LITERATURA

3.1. ANATOMIA REPRODUCTIVA DEL MACHO

3.1.1. Testiculos

Es el principal 6rgano reproductivo del macho, es encargado de generar hormonas
esteroideas y producir los gametos masculinos, los cuales no estan presentes
desde el nacimiento, es decir, las células germinales masculinas atraviesan
divisiones continuas durante toda la vida reproductiva del animal (Alamo Santana,
2007). Los testiculos atraviesan el canal inguinal alrededor del cuarto dia de vida,
localizandose en el interior del escroto entre los 10-14 dias después del nacimiento
(Allen, 1998).

3.1.2. Cordon espermatico

Discurre entre el testiculo y la pared abdominal, esta formado por el conducto
deferente que se encarga del transporte espermatico desde el epididimo hasta la
uretra, el musculo cremaster el cual es el encargado de modificar la distancia de
los testiculos al abdomen produciendo de esta manera la termorregulacion, la
arteria espermatica o testicular que transporta sangre desde la aorta hasta el
testiculo y la vena espermatica o testicular que garantiza el retorno de sangre desde
el testiculo a la vena cava, permitiendo la reduccion de la temperatura de la sangre
arterial, evitando asi un calentamiento excesivo del testiculo (Alamo Santana,
2007).

3.1.3. Epididimo
Es un tubo sinuoso que conecta los conductos eferentes que salen del testiculo con
el conducto deferente. Los tubulos seminiferos se unen para formar la rete testis
gue a su vez da lugar a los conductos eferentes, a una serie de 4 a 20 tubulos, el
numero depende de la especie. Estos tubulos se unen nuevamente para formar un
solo conducto altamente enrollado que es extremadamente largo, teniendo en el

perro una longitud de unos 5-8 metros (Konig y Liebich, 2005; Vieira, 2013).

3.1.4. Estructura del epididimo

El epididimo esta compuesto por: cabeza, cuerpo y cola.
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a. Cabeza
Esta fijada por medio del mesoepididimo, situado en la posicion caudal o dorsal con
respecto al contorno longitudinal medial del testiculo, en medio de esta union se

define la bolsa testicular.

b. Cuerpo
Se extiende a lo largo de la cara caudo-lateral del testiculo. En el conducto del
epididimo termina de madurar los espermatozoides que quedan almacenados en

su porcién terminal, la cola del epididimo hasta la eyaculacién.

c. Cola
Esta fijada por ligamentos por una parte al testiculo mediante el ligamento propio
del testiculo, y por otra a la base del proceso vaginal mediante el ligamento de la
cola del epididimo. Después de abandonar la cola del epididimo el conducto del
epididimo se continua como conducto deferente, en posicion medial con respecto
al epididimo (Konig y Liebich, 2005).

3.1.5. Espermatozoides epididimarios
La criopreservacion de los espermatozoides epididimarios caudales es una técnica
eficaz para conservar el potencial genético de los perros superiores cuando no es
posible recolectar espermatozoides eyaculados (Prapaiwan et al.,, 2016). A
diferencia de los espermatozoides del eyaculado, los del epididimo no tienen
componentes adquiridos del plasma seminal que pudieran modificar las
caracteristicas estructurales de la membrana plasmética, confiriendo cierta ventaja

en relacion al tiempo necesario para alcanzar la capacitacion (Avalos et al., 2013).
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Fig.1. (A) testiculo con escroto y (B) sin escroto, (C) corte transversal a
través de los tabulos seminiferos (VeterinarianKey, 2016).

3.2. FISIOLOGIA ESPERMATICA

3.2.1. Maduracion
Se adquiere durante el transito por el epididimo, una vez transportados en el
epididimo y transitan a través de la cabeza y cuerpo hasta llegar a la cola se
consideran igualmente maduros que los eyaculados y son potencialmente fértiles;
la capacitacion y reaccidn acrosomal ocurre después de que el espermatozoide ha
sido eyaculado dentro del aparato reproductor de la hembra y es transportado hacia
el oviducto (Avalos et al., 2013).
Dentro del epididimo se produce la maduracion morfolégica y funcional de los
espermatozoides; la maduracibn o desarrollo progresivo de la capacidad
fecundante de los espermatozoides ocurre en la cabeza y el cuerpo del epididimo
y el almacenamiento se da en la cola (Armas, et al., 2011).
Los cambios funcionales del espermatozoide se dan progresivamente, la capacidad
de motilidad que se adquiere gradualmente desde la cabeza hasta la cola con
modificaciones cuantitativas y cualitativas de sus patrones que va desde una leve
contraccion del flagelo a un movimiento progresivo y vigoroso hacia adelante
(Varesi et al., 2013).
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Los cambios estructurales durante el transito epididimario incluyen alteraciones en
la forma de la cabeza debido a una reduccién en el tamafio del capuchon
acrosomico y la pérdida de gotas citoplasmaticas unidas a la pieza media (Hewitt
et al., 2001). Las gotas citoplasmaticas se desarrollan durante la espermatogénesis
normal y representa un residuo del citoplasma después de que las células de Sertoli
han fagocitado la mayor parte del citoplasma espermético (Cooper, 2011).

3.2.2. Capacitacion
Se da mientras los espermatozoides avanzan por la region caudal del itsmo del
oviducto, Unicamente los espermatozoides que poseen un acrosoma reactivo

podran capacitarse (Alamo-Santana, 2007).

3.2.3. Reaccién acrosomal
Es un indicador de la culminacion del proceso de capacitacion, ocurre en las
cercanias o en contacto con las cubiertas del ovocito y en espermatozoides de
perros se ha observado que tanto los que han reaccionado como los que no, serian

capaces de unirse a la zona pellcida de ovocitos caninos (Rodrigues, 2009).

3.3. ESTRUCTURA ESPERMATICA
La estructura basica del espermatozoide consta de partes claramente diferenciadas
que son la cabeza, el cuello y la cola del espermatozoide (que se divide en
intermedia, pieza principal, pieza terminal y el axonema) (Ochoa y Torres, 2012).

J ~—— Membrana plasmatica
Cabeza ol 4
/| <«—— Membrana plasmatica ~<——— Mitoconcria

Cuello = {

19a"1]
/i 4} | ®——— Acrosoma
Segmento L

JEEH s, ®=———— Axonema
intermedio fssE—— Nucleo -

i | <«—— Membrana plasmética
gt sy i ~——— Mitoconcria
I% ! ﬁ J
Segmento Vg ¢ N
principal e 7 ¥ Vaina fibrosa
o $ LIS
$ . <-——— Axonema

» <—— Mitocondria
Segmento |
final [

Axonema

Fig.2. Principales elementos de los espermatozoides de mamiferos
(Meistrich, 2010).
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El volumen del eyaculado es de 1-40 ml la concentracion de espermatozoides en
un macho adulto es de 200-1000 millones/ml, siendo las razas grandes en las
cuales se encuentra mayor cantidad, la motilidad progresiva es de alrededor 75-
80% y el pH varia entre 6,3-6,7 dependiendo de la cantidad de liquido prostatico
obtenido en la colecta (Armas et al., 2011).

3.3.1. Cabeza

Tiene una longitud de 6.1+4 um y ancho de 3.8 £ 0.2 ym. La pieza intermedia es
recta y de contorno regular, se halla alineada con el eje longitudinal de la cabezay
mide 10.1 +0.7 um de longitud. La cola es Unica, delgada no enrollada y de contorno
irregular, tiene una longitud de 50 um (Woodall y Johnstone, 1988).

La cabeza posee un nucleo aplanado oval que contiene cromatina muy compacta,
la cromatina condensada contiene el ADN y contiene un niamero cromosomico
haploide, el acrosoma es una estructura que contiene acrosina, hialuronidasa y
enzimas hidroliticas que participan en el proceso de fecundacion (Armas et al.,
2011).

3.3.2. Pieza media
Formado por las mitocondrias que se alinean extremo con extremo en bandas que
se enrollan en espiral para formar una hélice, garantizando el metabolismo y la

motilidad del espermatozoide (Alamo-Santana, 2007).

3.3.3. Cola espermatica
Por su movimiento flagelar permite el movimiento del espermatozoide (Hewitt et al.,
2001). De la Procién terminal de la pieza intermedia parten una serie de fibrillas
hacia la cola, presentando dos fibrillas centrales rodeadas de un anillo de nueve
pares periféricos de fibrillas contractiles, las cuales son responsables del
movimiento del espermatozoide (Alamo-Santana, 2007; Frandson y Spurgeon,
1995).

3.3.4. Vaina mitocondrial
Proporciona energia necesaria para el desplazamiento hacia delante y atras de los

microtubulos del interior de la cola produciéndose la motilidad espermatica, la
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membrana plasmatica que cubre la célula esperméatica posee forma de una bicapa

lipidica con fosfolipidos y proteinas asociadas (Armas et al., 2011).

3.3.5. Membrana del espermatozoide
La composicion de la membrana es de especial interés por su papel en la
fecundacion, asi como por los cambios fisicos que sufre durante la refrigeracion y
la criopreservacion y que determina su viabilidad. (Parks y Lynch, 1992) La
membrana plasmética es heterogénea y tiene cinco dominios especificos: el
acrosoma, el segmento ecuatorial y basal, la pieza intermedia y la cola. Las
diferencias en la composicibn de la membrana en estas regiones estan

relacionadas con sus funciones fisioldgicas (Ladha, 1998).

3.3.5.1. Composicion lipidica

Varia entre especies, pero por lo general la membrana plasmatica contiene
aproximadamente un 70% de fosfolipidos (alrededor del 50% son parte de la
membrana del espermatozoide), 25% de lipidos neutros y 5% de glicolipidos
(Macias-Garcia et al., 2011).

a. Fosfolipidos
Participan en el aporte energético durante la proliferacion y maduracion
espermatica, ademas la relacion que tiene con el colesterol posee un papel
importante sobre la capacidad fecundante de los espermatozoides (Brinsko,
Crockett, y Squires, 2000; Selvaraj et al., 1987).

b. Colesterol
Proporciona estabilidad a la estructura de los &cidos grasos en amplios rangos de
temperatura bloqueando los grandes movimientos de los mismos, a bajas
temperaturas previene la compactacion de las cadenas carbonadas de los acidos
grasos impidiendo que las colas de los espermatozoides se junten (Vieira, 2013).

c. Lipidos neutros
Podemos encontrar grandes diferencias entre especies, interespecies y entre
eyaculados del mismo animal (Macias-Garcia et al., 2011).

d. Glicolipidos
Se encuentran tanto en la membrana de la cabeza como en la cola de los
espermatozoides y estan relacionados con la capacitacion espermatica y la

interaccién con la zona pelucida (Vieira, 2013).
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3.3.5.2. Composicion proteica

Las proteinas que son elaboradas en el tejido testicular se reabsorben en la primera
region del epididimo, por lo cual los cambios en la membrana plasmatica de los
espermatozoides estan directamente relacionados con la actividad secretora del
epitelio epididimario (Gatti et al., 2000). También el epitelio epididimario produce
pequefias moléculas de azucares libres y electrolitos, macromoléculas como
proteinas y glicoproteinas que proporcionan un medio adecuado para la
maduracion de los espermatozoides (Vieira, 2013).

3.4. OBTENCION DE ESPERMATOZOIDES CANINOS

Existen varios métodos para la obtencion de espermatozoides de esta region entre
los que se encuentran la técnica de flotacion mediante cortes realizados en el
epididimo, el lavado retrogrado del epididimo con un medio liquido y la aspiracion.
La técnica de flotaciébn consiste en colocar el epididimo en un medio de cultivo y
hacer cortes en la pared de la cola del epididimo mediante el uso de un bisturi. La
técnica de lavado retrogrado consiste en inyectar el medio con una jeringa a través
del vaso deferente y ejercer presion hasta obtener los espermatozoides (Cary et
al., 2004).

3.5. RECOLECCION Y EVALUACION DE SEMEN
Antes de la recoleccién de semen, debe obtenerse una revision historica exhaustiva
y completa de las experiencias previas de salud y reproduccion del perro. Ademas,
informacion sobre la medicacion durante los ultimos 6 meses (como minimo) y
sobre los antecedentes genéticos o familiares también son importantes (Johnson,
2006). También debe recopilarse informacion sobre el estado de las vacunas, las
desparasitaciones (Ettinger y Feldman, 2010).

3.6. CRIOPRESERVACION
La criopreservacion del semen es un método practico para almacenar células de
esperma y luego mejorar el gen y para amplificar los caracteres reproductivos y
productivos elegidos (Amini et al., 2019). La criopreservacion es un proceso donde

las células o los tejidos se conservan enfriando a temperaturas bajo cero como -
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196°C. El proceso por lo general implica agregar crioprotectores, posterior
congelacion, almacenamiento y descongelamiento (Bunyaga y Kashoma, 2017).

3.6.1. Criopreservacion de espermatozoides
La criopreservacion del semen canino facilita el intercambio de genes de valiosos
machos durante un tiempo prolongado, los espermatozoides del perro responden
de manera diferente a la criopreservacidon en comparacion con otras especies
animales. Esto normalmente, se asocia con altas diferencias individuales y una tasa

de concepcion pobre después de la descongelacion (Yu et al., 2002).

3.6.2. Principios de la Criopreservacion

En los principios de la criopreservacion, la velocidad de enfriamiento es muy
importante, ya que cuando es lenta, la mayoria de los espermatozoides funcionaran
después de la descongelacién; sin embargo, la criopreservacion tiene efectos
negativos sobre la viabilidad de los espermatozoides, lo que podria estar
relacionado con lesiones de la membrana plasmatica, disminuyendo asi la
capacidad de fertilizacion de los espermatozoides (Bilodeau et al., 2000; Cerolini et
al., 2001).

Durante el proceso de criopreservacion diferentes factores estresantes como la
presion osmotica, tensiones fisicoquimicas y las fluctuaciones de temperatura de
congelacion-descongelacibn generan oxigeno reactivo (ROS) y también
peroxidacion lipidica (LPO) de la membrana celular reduciendo las caracteristicas
cualitativas del semen, como la viabilidad, motilidad e integridad de la membrana
plasmatica (Amini et al., 2019).

Los principales factores que influyen en la supervivencia de los espermatozoides
criopreservados son: las propiedades osmoéticas de los gametos, las tasas de
enfriamiento y calentamiento y la formacion de cristales de hielo intracelulares
(Stanescu y Birtoiu, 2012). Los espermatozoides caninos tienen una gran respuesta
al desafio osmatico, siendo la capacidad de regular el volumen celular fundamental

para la criosupervivencia celular (Petrunkina et al., 2005).

3.6.3. Diluyentes
Durante mucho tiempo, los diluyentes de semen estandar utilizados en perros se

hicieron con yema de huevo. Sin embargo, la yema de huevo presenta numerosas
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desventajas. Esta asociado con un riesgo para la salud ya que es un excelente
medio de cultivo microbiano y puede promover la aparicién de infeccidén uterina
después de la inseminacion de la perra (Bunyaga y Kashoma, 2017).
La yema de huevo protege las membranas celulares contra el choque frio y
previene o restaura la pérdida de fosfolipidos de la membrana, esta, no es una
entidad definida, sino un compuesto bioldégico complejo que contiene proteinas,
vitaminas, fosfolipidos, glucosa y antioxidantes que son potencialmente utiles para
la integridad de la membrana celular (Farstad, 2009).
Actualmente, los extensores de Tris se usan comunmente y se encuentran
efectivamente en el semen del perro (Martins et al., 2012). Sin embargo, algunos
investigadores sugieren que el extensor de lipoproteinas de baja densidad (LDL) al
6% es el mejor. Mientras que otros estudios muestran que equex y los extensores
de LDL al 6% tienen mas éxito. Los estudios sobre extensores siguen siendo
controvertidos ya que la mayoria de los extensores presentan algunas
caracteristicas individuales interesantes que no se encuentran en los demas
(Bencharif et al., 2012).

3.6.4. Crioprotectores

Los crioprotectores del semen mejoran la supervivencia celular después del
proceso de congelacion. Los crioprotectores se dividen en dos grupos. Primero
estdn los agentes crioprotectores intracelulares como el glicerol y el
dimetilsulféxido. En segundo lugar, estan los extracelulares, como las proteinas y
los azucares. El glicerol es el crioprotector utilizado a menudo para congelar semen
de diferentes especies (Silva et al., 2003).

Como un crioprotector permeable, el glicerol evita la formacion de cristales de hielo
dentro de las células. Sin embargo, se ha informado que el glicerol tiene efectos
toxicos sobre los espermatozoides, tales como alteraciones fisicoquimicas que
pueden conducir a la ruptura de la membrana plasmatica o la eliminacién de
proteinas de membrana importantes, y causar dafio acrosomico, que se reflejara
en una fertilidad reducida (Holt, 2000).

3.6.5. Congelacion convencional
La congelacién en vapores de nitrogeno liquido cuando alcanza temperaturas entre

-5y -10 °C forma nucleos de hielo, que se distribuyen aleatoriamente en el medio
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extracelular. La membrana plasmaética del espermatozoide constituye una barrera
que detiene la formacion de hielo dentro de la célula (Boiso, 2001). La cristalizacion
en el medio extracelular da lugar a hielo puro, dejando los solutos progresivamente
mas concentrados en la fraccion liquida. Este proceso recibe el nombre de
crioconcentracion. La fraccion liquida se hace hipertonica y en respuesta a la
diferencia de gradientes de concentracion, la célula se deshidrata (Holt, 2000).
Cuando la velocidad de congelamiento es muy répida, la célula no es capaz de
deshidratarse lo suficiente consecuentemente, se produce una inadecuada
deshidratacion y el agua que aun se encuentra en el interior de la célula forma
cristales de hielo, que tienen un efecto letal para la célula. Por el contrario, si la
velocidad es demasiado lenta, la deshidratacion sera extrema pudiendo llegar al

colapso celular (Ramédnez, 2013).

3.6.6. Vitrificacion y congelacion ultrarrapida

La vitrificacion es una técnica simple y de bajo costo, ademas, requiere menos
tiempo que los protocolos de congelacién convencionales y parece adecuada para
Su uso rutinario en la clinica veterinaria (Sanchez et al., 2011). Permite la proteccion
de los espermatozoides al aumentar la viscosidad de los fluidos intra y
extracelulares y, por lo tanto, evita la formacion de cristales de hielo
intracitoplasméticos, que pueden minimizar las alteraciones en la permeabilidad de
la membrana plasméatica (Marais, Du Plessis, y Huyser, 2014).

Tradicionalmente, la vitrificacion se ha utilizado para el almacenamiento de
embriones. Sin embargo, recientemente se ha realizado Vvitrificacion en
espermatozoides de diferentes especies, incluidos perros, peces y muflon. El Unico
estudio encontrado sobre la vitrificacién de esperma de perro ha utilizado sacarosa,
un disacarido de glucosa-fructosa, como crioprotector no permeable (Caturla
Sanchez et al., 2017).

Esta técnica requiere el contacto directo con NL2 durante un tiempo determinado,
en el interior de los vapores de nitrogeno existe un gradiente térmico en funcion de
la distancia y el volumen de liquido que se encuentra debajo (Di Santo, Tarozzi,
Nadalini, & Borini, 2012), debido a esto, una de las principales caracteristicas de
CU es que cambia rapidamente sus rangos de temperatura (entre 20y 5 °C), a los
gue la membrana de los espermatozoides caninos son particularmente sensibles,

lo cual se asocia mas a la concentracion que al tipo de disacarido utilizado. Se ha
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descrito que los principales cambios atenuados por la vitrificacion por congelacion
y descongelacion han sido acrosémicos (Caturla Sanchez et al., 2017).

Una de las ventajas de la CU sobre la CC es su simplicidad y tiempo requerido para
realizarla, ya que, se necesita alrededor de 30 minutos para realizar todo el
procedimiento (Béveda et al., 2018). La clave al momento de utilizar esta técnica
con esperma de diferentes especies es agregar un crioprotector no penetrante al

diluyente y utilizar velocidades de descongelacion rapida (Pradiee et al., 2016b).

La adicién de crioprotectores no permeables como la albumina y osmoprotectores
no penetrantes como los disacaridos en la CU mejora la criosupervivencia de
espermatozoides, especialmente los de la especie canina (Sanchez et al., 2011),
ya que, al ser moléculas grandes, deshidrata la célula y disminuye la cantidad de

agua intracelular disminuyendo asi la formacion de hielo (Schuster et al. , 2003).

Estas grandes macromoléculas no pueden atravesar la membrana celular y cuya
accion crioprotectora parece estar provocada por deshidratacion celular, depresion
del punto de congelacion y aumento de la viscosidad del medio a bajas
temperaturas, inhibiendo asi la formacién de cristales de hielo. Estas acciones se
combinan para proteger la estructura de la membrana plasmatica celular y tienen
mucho en comun con los métodos de conservacion celular in vivo evolucionados
naturalmente que se basan en la desecacion y la biosintesis de compuestos

protectores, tipicamente azucares como la trehalosa (Holt y Penfoldt, 2014).

Debido a la baja tolerancia a los crioprotectores permeables por parte de ciertas
especies se ha planteado el uso de nuevas alternativas basadas en la adicion de
100 mM de disacéaridos como la sacarosa, lo cual ha mostrado tener mayor
efectividad (Pradiee et al., 2016b), ya que puede preservar parametros fisioldgicos
importantes como el potencial de membrana mitocondrial y la integridad del ADN
durante la CU (Gharajelar et al. , 2016)

3.7. Evaluacion de calidad espermatica por el sistema CASA
El sistema CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis), con el software SCA
(Sperm Class Analyzer, SCA® 1999, v.6.0, software. Microptic S.L., Barcelona,
Espafa) permite realizar el analisis de esperma asistido por computadora, lo cual

la convierte en una técnica objetiva y precisa (Boryshpolets et al., 2013), ademas
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gue se obtendra resultados lineales y con menos variacion analitica que los

métodos manuales (Dearing et al., 2014).

El sistema esta integrado por los siguientes componentes:

1.

Hardware: ordenador y camara digital de alta resolucion con velocidad de
captura de 60 imagenes por segundo (Abarca y Madrigal, 2018), microscopio
Nikon B-200 con platina termostatica y placa calefactora Omron (Aulesa et
al., 2009).

Software: SCA es un programa informatico que permite la agrupacion de
espermatozoides individuales en funcion de uno o méas atributos para que
los resultados reflejen subpoblaciones o grupos de espermatozoides
similares con propiedades Unicas (Amann y Waberski, 2014), esta
compuesto por:

Médulo de movilidad y concentracion: permite analizar la movilidad y
concentracion espermatica, necesita un microscopio que incorpore una
platina termostatizada a 37°C para efectuar las mediciones.

Médulo de morfologia: analiza la morfologia y morfometria de los
espermatozoides.

Otros modulos: médulo de control de base e informes, de fragmentacion de
ADN y modulo contador (Aulesa et al., 2009).

3.7.1. Analisis de concentracién y motilidad

El andlisis se realiza tomando 1-5 uL de semen, las cuales deben estar

atemperadas previamente a 37°C en placa calefactora (Aulesa et al., 2009).

Concentracion: al momento de realizar el analisis el usuario puede
visualizar la imagen y capturar hasta 10 campos y un namero ilimitado de
espermatozoides, con un minimo de 200-300 espermatozoides (Aulesa et
al., 2009).

Motilidad: Este sistema permite reducir la subjetividad de la evaluacion de
la motilidad de los espermatozoides (Yaniz et al., 2018), el movimiento de
cada uno de ellos es registrado como cambios en la ubicacion del centroide
en cuadros sucesivos Yy los célculos proporcionan la obtencién de
pardmetros morfocinéticos tales como VCL (velocidad curvilinea de los

espermatozoides), VSL (velocidad rectilinea de los espermatozoides), VAP
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(velocidad media de los espermatozoides), STR (indice de rectitud de los
espermatozoides), LIN (indice de linealidad de los espermatozoides), WOB
(indice de oscilacion de los espermatozoides), ALH (amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza de los espermatozoides), y BCF
(frecuencia del cruce de los espermatozoides) (Amann y Waberski, 2014).

Segun el grado de motilidad, los espermatozoides captardn diferentes
colores, donde el color amarillo indica los espermatozoides inmoviles, el
color rojo el movimiento progresivo y el color azul el movimiento no

progresivo (Castro y Gonzélez, 2017).

3.7.2. Integridad de la Membrana Plasmética

La fluorescencia se observa con lente de 40x, los espermatozoides vivos no se
visualizan con la fluorescencia, el yoduro de propidio (Pl) emite fluorescencia verde
cuando los espermatozoides tienen el acrosoma dafiado, se tifien de rojo cuando
la membrana plasmatica estd dafiada y se tifien de rojo y verde cuando la
membrana plasmatica y el acrosoma estan dafados (fig.3).

La tinciébn que estima el porcentaje de células viables, se basa en la capacidad de
la membrana plasméatica de los espermatozoides para evitar la entrada de
colorantes en caso de no estar dafiada, por lo cual, es un indicador de la integridad

de la membrana plasmética (Abarca y Madrigal, 2018)

Fig 3. Evaluacibn de la integridad de membrana plasmética con
fluorescencia realizada con yoduro de propidio (Fuente: Los autores).

3.7.3. Analisis de morfometria
Para la evaluacién de la morfometria, el CASA permite diferenciar dentro de las

anomalias, las de la cabeza y cuello (figura 4), permitiendo tener resultados
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andrologicos mas precisos (Mater, 2019b). EI CASA estima pardmetros de
porcentajes de espermatozoides normales también presenta el célculo
automatizado de los parametros morfolégicos, indice de teratozoospermia y
presenta valores morfométricos medios de los espermatozoides evaluados
(longitud, anchura, tamafio del acrosoma y angulo de insercion medio de la cola)
(Aulesa et al., 2009).

La mayoria de los estudios publicados sobre la morfometria de los espermatozoides
se han centrado principalmente en la cabeza del esperma, aunque pocos otros
también han medido otras partes de la estructura de la célula espermética, como el
ndcleo, el acrosoma, la pieza intermedia o el flagelo completo (cola, incluida la pieza
intermedia) (Yaniz et al.,, 2015). Se han utilizado diferentes parametros para
describir la morfometria de la cabeza de los espermatozoides, pero los mas
comunmente aceptados son: parametros primarios que proporcionan informacion
sobre las dimensiones de la cabeza de los espermatozoides y generalmente
incluyen longitud (L, uym), ancho (W, um), area (A, yum2) y perimetro (P, um).
(Sanchez et al., 2013)
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Figura 4. Andlisis  esperméatico de cada espermatozoide;
amarillo=acrosoma; azul=resto de la cabeza; verde=parte anterior de la
pieza intermedia (Mortimer et al., 2015).

Los resultados morfométricos pueden verse influenciados por factores internos y

externos en los animales. Los factores intrinsecos incluyen factores genéticos o
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ambientales, edad, madurez sexual y frecuencia de muestreo (Valverde et al.,
2016). Sin embargo, el factor mas importante es la introduccion de artefactos como
consecuencia de la técnica de tincion. De lejos, este proceso implica la
deshidratacion de las células, lo que introduce un cambio sensible en la morfologia

final observada (Yéaniz et al., 2015).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales
4.1.1. Materiales Fisicos

Guantes de inspeccion

Mascarillas

e Nevera

e Papel secante

e Jeringas 1 ml

e Hojas de bisturi No. 15.

e Pajuelas de 0,25 ml

e Fundas Ziploc

e Caja poliestireno de 29 x 31 x 30 cm (largo, ancho y alto)

e Rampa de enfriamiento doble (de 24 y 10 cm de altura).

4.1.2. Materiales Biologicos

Testiculos de perros con epididimo y porcion inicial de conducto

deferente intactos

Espermatozoides

4.1.3. Materiales Quimicos

e Tris (Sigma, 252859)

e Acido citrico (Sigma, C0759)

e Glucosa (Sigma, G5146)

e Penicilin G-sodium salt (Sigma, P3032)

e Streptomycin sulfate salt (Sigma, S9137)

e Glicerol (Sigma G9012),

e Sacarosa (Sigma, S1888)

e HEPES sodium salt (Sigma, H3784)

e Cloruro de sodio, NaCl (Sigma, S5886)

e Hidroxido de potasio; KOH (Sigma, P5958)
e Yoduro de Propidio (PI, Sigma P-4170)

e Aglutunina (PNA-FITC, Sigma L7381)

e Bovine serum albumin, BSA (Sigma, A9418)
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Tincion Sperm-Blue® (SB-250-N)

Nitrégeno Liquido

4.1.4. Materiales de Laboratorio

Puntas de pipetas automaticas (blancas, amarillas, azules)

e Pipetas automaticas de 0 — 20 ul, 20 — 200 ul y de 200 — 1000 pl

e Microscopio de campo claro (CX-31, OLYMPUS®)

e Centrifuga

e Sistema CASA, (Sperm Class Analyzer, SCA-Evolution® 2018, version
6.4.0, software. Microptic S.L., Barcelona, Espafa).

e Microscopio para fluorescencia (Nikon Eclipse model 50i; negative
contrast)

e Cajas cuadriculadas para busqueda

e Refrigerador

e Porta agujas

e Cubre objetos cortos

e Cubre objetos largos

e TermOmetro para pajuelas

e Bafo Maria

e Pinzas

e Guantes de nitrilo

e Tubos Falcon de 15 ml

e Tubos Eppendorf de 1,5 ml
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42. Métodos

4.2.1. El area de estudio
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Fig.5. Mapa de Ubicacién del area de estudio (Azuay) (Directorio
cartogréfico de Google Maps, 2020).

4.2.2. Ubicacién politica-geografica

La obtencion del material biol6gico como los testiculos con sus epididimos integros
fueron recolectados de las campafias de esterilizacién realizadas por la Clinica
Veterinaria Docente de Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de
Cuenca en diferentes sectores de la ciudad, y de camparfas de esterilizacién de
Clinicas Veterinarias Particulares y/o independientes de la ciudad de Cuenca.

Posteriormente, el trabajo experimental sobre la recuperacion de espermatozoides,
procesamiento, congelacion, descongelacion y andlisis espermatico fue realizado
en el laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion Animal de la Universidad de
Cuenca situado en la Granja Irquis (3°04'48.1"S 79°04'31.0"W, altitud 2.648 metros

sobre el nivel del mar).

4.2.3. Unidad experimental y disefio experimental
El experimento incluyé 20 pools (agrupaciones), conformados cada uno por 3
epididimos seleccionados al azar, procedentes de 30 perros machos adultos (60
epididimos) orquiectomizados en las camparfas de esterilizacién. Cada pool fue
considerado como una unidad experimental. Una evaluacion inicial de la calidad

espermatica fue realizada a cada pool, y posteriormente se dividié en 2 alicuotas
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qgue fueron diluidas y procesadas con el diluyente a base de TCG-YH (tris, acido
citrico, glucosa + 20% de yema de huevo) + 5% glicerol (v/v) y con TCG -YH + 250
mM sacarosa (p/v). Cada alicuota fue sometida a dos procesos de congelacion con
vapores de NL2, con dos rampas de congelacion y con congelacion ultrarrapida,
respectivamente. El andlisis de la cinética espermatica, integridad simultanea de
las membranas plasmética y acrosomal y morfometria de la cabeza de los
espermatozoides fueron realizados antes de la congelacion y después de cada

meétodo de criopreservacion (Fig. 5).

Perros adultos
w H (n=30) Testiculos
Campafias de

| y epididimos
esterilizacién (n=860)

TCG + 20%YH — [ Flujo Retrogrado

== ) =)

Sumergiendo pellets 30 pl en

Pre-congelacion Vapores de NL, estético NL,
I I I
[ Diluyente base: ] [ Diluyente 1: ] 3 Diluyente 2:
TCG + 200 YH TCG ~ 20%YH + 5% gliceral ¥ | TCG + 209 YH + 250 m)d sacarosa
] : ,\ !
Crio-box '
N\

24 cm

10
+ v v

20 muestras 3 Pajueias / pool 25 ~ 30 pellets / pool
Total = 20 vs Total = 60 pajuelas vs ‘ Total = 60 criotubos l

Fig.6. Cuadro de disefio experimental (Fuente: Los autores).

4.2.4. Metodologia para la Investigacién
Todos los diluyentes y medios usados en la presente investigacion fueron
elaborados en el laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion Animal. Los
productos quimicos de grado reactivos usados para la elaboracion de medios
fueron adquiridos de Sigma-Aldrich Chemical Co.
Los testiculos y sus epididimos intactos que se usaron en esta investigacion fueron
incluidos de aquellos animales siguiendo los criterios de inclusion y exclusion que

se detallan a continuacion:
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Criterios de inclusion experimento:
e Perros adultos (mayores de 1 afio)
e Perros sanos sin registro de problemas relacionados con salud reproductiva
e Con madurez sexual desarrollada.
e Condicion corporal entre 2,5 y 4 segun la escala de 1 — 5 (siendo 1 flacura
extrema y 5 obesidad extrema) (Baldwin et al., 2010; Dorsten y Cooper,
2004).

Criterios de exclusion experimento:

e Perros con problemas anatémicos.

e Perros con problemas virales, infecciosos.
Ademas, los testiculos que por alguna razén presentaban un dafio (ej. cortes,
hematomas, o laceraciones) en alguna estructura del epididimo fueron descartados

inicialmente.

4.2.5. Desarrollo de lainvestigacion:

4.25.1. Preparacion de diluyentes y medios
El diluyente que se usoO en este experimento es a base de TCG-YH, y a partir de
este se prepararon los diluyentes que se utilizaron para realizar la congelacion
convencional y ultrarrapida; ademas, de la preparacion de los diluyentes para la
evaluacion de la integridad de membranas; todos estos se detallan en las siguientes

tablas:

Tabla 1. Diluyente de base sintética TCG

Reactivo Cantidad
Tris 1149
Acido citrico 6,6 g
Glucosa 18¢g
Penicilina 240 mg
Estreptomicina 300 mg
Agua milli-Q 300 ml

pH: 6,8 a 7,2. Osmolaridad: 310 a 340 mOsmol/kg
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Tabla 2. Diluyente para congelacion convencional (CC)

Fraccion 1: TCG-YH

Reactivo Cantidad
TCG 80 ml
Yema de huevo inactivada a 56° por 30 min. 20 ml (v/v)

*Centrifugar a 4000 g por 10 min y eliminar el pellet

Fraccion 2: TCG-YH+Gly

Reactivo Cantidad
Fraccion 1 90 ml
Glicerol 10 ml (al 10% v/v)

pH: 6,8 a 7,2. Osmolaridad: 310 a 340 mOsmol/kg

Tabla 3. Diluyente para Congelacién Ultrarrapida

Fraccion 1: TCG-YH

Reactivo Cantidad
TCG 80 mi
Yema de huevo inactivada a 56° por 30 min. 20 ml (v/v)

*Centrifugar a 4000 g por 10 min y eliminar el pellet

Fraccion 2: TCG-YH+Sucrose

Reactivo Cantidad
Fraccion 1 100 ml
Sacarosa (MW:342,3 g/mol) 250 mM= 8,557 g

Tabla 4. HEPES para fluorescencia

Reactivo Cantidad
Hepes sodium salt 476,62 mg
NaCl 1151,27 mg
KOH 16,5 mg
Glucosa 198,77 mg
Agua milli Q 100 ml

Alicuotar en dosis 250 pl en tubos epperdorf de 1,5 ml y congelar a -20 °C hasta

Su uso

Tabla 5. Yoduro de propidio

Reactivo Cantidad
Yoduro de propidio (PI, Sigma P-4170) 1 mg
PBS 1ml

Alicuotar en dosis de 50 ul
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Tabla 6. Aglutinina

Reactivo Cantidad
Fluorescein isothiocyanate-con- jugated peanut (Arachis 0,2 mg
hypogaea) agglutinin (PNA-FITC, Sigma L7381)

BSA 5 mg
PBS 1ml

Alicuotar en dosis de 50 pl

4.2.5.2. Recuperacion Espermética

Los testiculos fueron recolectados por orquiectomia sin las tunicas vaginal y
albuginea y con el conducto deferente en su porcidén proximal de aproximadamente
1 cm. Los testiculos fueron almacenados en bolsas plasticas estériles “ziploc” con
Ringer Lactato en su interior (a temperatura ambiente). Estas bolsas con testiculos
fueron selladas, identificadas (especificando si es derecho o izquierdo) y
almacenadas en una caja de poliestireno con hielo a una temperatura de 4 — 5 °C
durante 96 horas.

En el laboratorio, los testiculos fueron lavados con solucion fisioldgica enfriada a 5
°C y el proceso de recuperacion espermatica se hizo bajo condiciones de
refrigeracion (entre 5 — 10 °C) usando una aguja metalica No. 20 X 1 %2’ cortada en
Su extremo punzante. La recuperacion de espermatozoides epididimarios se realizé
mediante flujo retrégrado que consistié en introducir la dicha aguja a través del
conducto deferente y administrar 1 ml del diluyente TCG-YH (Fraccion 1, Tabla 2 -
3) previamente refrigerado. Al aumentar la presion en la cola del epididimo, se
realizaron varios de cortes transversales y el liquido lechoso obtenido fue recogido
en una caja de busqueda estéril y fria. Inmediatamente, este contenido liquido fue
transferido a un tubo eppendorf de 1,5 ml y almacenado en refrigeraciéon hasta su

procesamiento.

4.2.5.3. Agrupaciones (Pools)
Las muestras recuperadas de cada epididimo izquierdo y derecho fueron
analizadas mediante una observacion directa y subjetiva de la motilidad y score (1
a 5, considerando 1 como una trayectoria con progresividad mala y 5 trayectoria
con progresividad alta). En consecuencia, se formaron pools mediante la

agrupacion al azar de 3 muestras de epididimos (izquierdo o derecho,
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independientemente) en un tubo Falcon de 15 ml y se mantuvieron a temperatura

de refrigeracion.

4.2.5.4. Evaluacion de la concentracion
En cada pool se evalu6 el volumen y concentracion. El volumen fue medido
directamente con la pipeta de 1000 pl, y la concentracion fue evaluada mediante un
conteo celular usando la camara de Neubauer. Previo al conteo celular, se preparé
una dilucion inicial de 1:200 donde se mezclé 3 pyl de muestra de pool analizar con
600 ul de solucién formolada (5%). De esa mezcla, se tomé 10 ul (previamente
homogeneizada) y aplicamos directamente al lado de la camara de Neubauer. El
conteo lo realizamos en un microscopio de campo claro a una magnificacion 40 X
en forma de “L” tomando en referencia los cuadrantes de los extremos y el central.
El total de células contadas en los cinco cuadrantes lo multiplicamos por 107 y el

resultado lo expresamos en millones (x 10°) (Ver Fig. 7).

Fig.7. Lectura en la cAmara de Neubauer de los espermatozoides (Montoya,
2009).

4.25.5. Variables de motilidad
Las caracteristicas cinéticas de espermatozoides epididimarios frescos vy
congelados—descongelados fueron analizados mediante un sistema
computarizado CASA (Sperm Class Analyzer, SCA-Evolution® 2018, version 6.0.4
software, Microptic S.l., Barcelona, Spain) acoplado a un microscopio Nikon
(Eclipse model 50i, contraste negativo) de contraste de fases de acuerdo a
detallado por Galarza et al. (2018). Se evalué un minimo de tres campos y 200

trayectos de esperma a 10 X de magnificacion (velocidad de adquisicion de imagen
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25 cuadros/s). Las muestras que se usaron para evaluar la cinética fueron
ajustadas a una dilucién de 15 — 20 x 108 espermatozoides/ml usando el diluyente
TCG-YH.

Una gota de 5 ul fue colocada en un portaobjetos y entonces cubierta con un
cubreobjetos, ambos atemperados a 37 °C. El sistema CASA registré las siguientes
variables cinéticas: porcentaje de motilidad total (MT), porcentaje de motilidad
progresiva (MP), velocidad curvilinea (VCL, ym/s), velocidad rectilinea (VSL, ym/s),
velocidad promedio (VAP, um/s), porcentaje de linealidad (LIN), porcentaje de
rectitud (STR), porcentaje de oscilacion (WOB), frecuencia de batido de flagelo
(BCF, Hz), y amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, pm).

4.2.5.6. Integridad de membranas esperméticas

Para la evaluacion de las membranas se usé el medio Hepes (250 pl). Se prepar6
la tincion de fluorescencia mezclando una dosis (50 pl) de yoduro de propidio (PI)
mas una dosis de PNA-FITC aglutinina (50 pl) y se cubrié de la luz con papel
aluminio hasta su uso. Una alicuota de 250 pl de Hepes descongelado y
atemperado a 22°C (temperatura ambiente) se le adicion6 a la muestra de esperma
a analizar de tal modo que se ajuste a una concentracion de 10 x10°¢
espermatozoides/ml. Sin luz, se agregaron 5 pl de la mezcla de fluorescencia (PI /
PNA-FITC) a dicha mezcla, y entonces, se tomé 5 ul de esa mezcla y se coloco en
un porta y cubreobjetos para ser evaluado en el microscopio de fluorescencia segun
lo detallado por Galarza et al. (2018). El estado de las membranas plasmatica y
acrosomal fueron analizados mediante microscopia de epifluorescencia Nikon
Eclipse E200 (epifluorescencia D-FL, fuente de alimentacion de mercurio de alta
presion C-SHG1; Nikon Instruments Inc., Nueva York, EE. UU. excitacion: 450 nm,
emision: 490 nm) contando 200 células y expresandose en porcentaje. La prueba
de doble fluorescencia simultanea Pl / FITC-PNA proporciond cuatro
subcategorias: porcentajes de esperma con membrana plasmatica intacta y
acrosoma intacto (IPIA), con membrana plasmatica intacta y acrosoma dafado
(IPDA); con membrana plasmética dafiada y acrosoma intacto (DPIA); y con
membrana plasmatica dafiada y membranas acrosdmicas dafiadas (DPDA).
Ademas, el porcentaje total de células que presentaron una membrana plasmatica
intacta (IMP,= IPIA + IPDA, equivalente a viabilidad), y una membrana acrosomal
intacto (IMA= IPIA + DPIA) fueron registrados.
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4.2.5.7. Analisis morfométrico

La morfometria de la cabeza espermatica que incluye largo, ancho, perimetro y
area, y fue evaluada mediante el sistema CASA (mdodulo de morfometria ASMA)
Unicamente en las muestras antes y después de la criopreservacion de cada
meétodo. Para este proposito se hizo un frotis de cada muestra usando un
portaobjetos y colocando 5 ul de la muestra a analizar y se dejé secar el frotis en la
placa térmica a 37°C. Luego, los frotis se sumergieron en la tincion SpermBlue®
durante 10 minutos y entonces fueron escurridos durante 1 minuto. Las muestras
fueron lavadas en agua destilada sumergiéndolas rapidamente durante 1 segundo
una sola vez. Finalmente, las muestras se secaron y se montaron usando el
pegamento mounting medium y un cubreobjetos largo. Se evalué en el sistema
CASA usando la luz azul, el contraste de fases “A” a 60X de magnificacion y
registrando 100 espermatozoides por muestra.

4.2.5.8. Criopreservacion de espermatozoides
Cada pool diluido y refrigerado fue dividido en 2 alicuotas para ser congeladas
usando el protocolo de congelacion con vapores de NL2 o congelacion ultrarrapida,

respectivamente.

4.2.5.8.1. Congelacién convencional (CC)
La primera alicuota de semen diluido con TCG-YH (a temperatura de refrigeracion)
fue ajustada a un volumen de 1 ml a una concentracion de 100 x 10°
espermatozoides/ml. Posteriormente, estas muestras fueron enfriadas a 5 °C y
mantenidas durante 1 hora. A partir de entonces, se agregé 1 ml de la Fraccion 2
gue contiene TCG-YH+Gly (10% glicerol) para alcanzar una concentracion final de
50 x 108 espermatozoides/ml con un 5% de glicerol y se dejé en equilibrio durante
1 hora mas. Previo a la congelacion, las muestras se cargaron en pajuelas de 0,25
ml previamente enfriadas y rotuladas. Las pajuelas fueron selladas con alcohol de
polivinilo en su extremo posterior dejando una burbuja de aire de aproximadamente
20 ul para evitar la explosion durante la congelacion. Las pajuelas fueron expuestas
a vapores de NL2 contenido en una caja de poliestireno de 29 x 31 x 30 cm (largo,

ancho y alto, respectivamente). Inicialmente las pajuelas fueron colocadas en la
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rampa superior situada a 24 cm del nivel de NL2y se mantuvo durante 1 minuto;
por consiguiente, las pajuelas fueron bajadas a la rampa inferior situada a 10 cm
del nivel de NL2y se mantuvo también durante 1 minuto. Finalmente, las pajuelas
fueron sumergidas directamente en el NL2 y se almacenaron a -196 °C hasta su
descongelacion y analisis posterior. La descongelacion de las pajuelas fue
realizada sumergiéndolas en agua atemperada a 37 °C en un bafio Maria durante
30 segundos.
4.2.5.8.2. Congelacion Ultrarrdpida (CU)

La segunda alicuota de semen diluido con TCG-YH vy refrigerado fue diluido con el
diluyente 2, TCG-YH+sucrosa (250mM sacarosa) y ajustado a una concentracion
final de 50 x10® espermatozoides/ml. Estas muestras fueron mantenidas a 5°C y
equilibradas a esa temperatura durante 30 minutos. Posteriormente, estas
muestras fueron cargadas con una Pipeta de 1000 ul con punta azul recortada de
tal manera que permiti6 generar gotas de 30 ul y éstas fueron sumergidas
directamente sobre el NL2 dejando caer desde una altura de 15 cm
aproximadamente. Las esferas o pellets fueron almacenados dentro de tubos
Falcon de 15 ml y entonces contenidos en el tanque de NL:z hasta su posterior
andlisis. La descongelacion se realizd6 colocando los pellets en vasos de
precipitacion de 20 ml mantenidos en un bafio Maria atemperado a 65°C.
Réapidamente, cuando los pellets fueron derretidos, el contenido fue recogido con

la pipeta de 1000 pl y almacenado en un tubo eppendorf de 1,5 ml a 37 °C.

4.2.6. Analisis estadistico

Los datos recogidos en el laboratorio fueron tabulados en una base en Excel y
posteriormente fueron analizados estadisticamente en un software Statistica para
Windows v.12 (StatSoft Inc. Tulsa, OK, USA).

Los datos fueron expresados en media + SEM (error estandar de la media). Cada
variable numérica fue sometida a la prueba estadistica Shapiro Wilk para
determinar la normalidad. Las variables porcentuales y numéricas que no
cumplieron una distribucion normal fueron transformados al “Arcoseno” o “Log-10”,
respectivamente. Un ANOVA unidireccional bajo un modelo lineal general (GLM)
fue utilizado para determinar las diferencias estadisticas entre protocolos las

muestras de esperma epididimario antes y después de la criopreservacion de
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ambos métodos. Cuando ANOVA revel6 un efecto significativo, los valores se
compararon mediante la prueba de rango multiple de Tukey. La significancia se
establecio en P < 0,05. Las variables de respuesta (o independientes) analizadas
en esta investigacion fueron las resultantes de la cinética espermatica (motilidades,
velocidades, parametros de relacion, amplitud del desplazamiento de la cabeza y
frecuencia de batida de flagelo), integridad de las membranas espermaéticas
(plasmética y acrosomal) y morfometria de la cabeza (largo, ancho, area y

perimetro).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Variables de cinética espermaética:
Los valores promedios (+ error estdndar de la media) de todos los parametros
cinéticos de las muestras frescas y criopreservadas con el protocolo CC y CU se
muestran en el Anexo 1.
En general, a excepcién de los parametros de relacion (STR, LIN y WOB), los
parametros cinéticos tales como las motilidades (MT y MP), velocidades (VCL, VAP
y VSL), amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y frecuencia de
batida de flagelo (BCF) fueron afectados por la criopreservacion evidenciando una
reduccion (P < 0,05) de sus valores después de la congelacion—descongelacion
con ambos métodos en comparacion con sus valores antes de la congelacion
(fresco).
Una reduccion significativa de la MT fue evidenciada después de congelar con CC
(P <0,05)y con CU (P <0,01) comparado con los valores antes de la congelacion
(fresco). Sin embargo, los resultados muestran que las muestras espermaticas
congeladas con CC usando dos rampas de flotacion en vapores de NLz produjo una
MT superior (P < 0,05) que aquellas muestras congeladas con CU. En la MP
también se evidencié una reduccion (P < 0,05) de sus porcentajes después de
congelar con ambos métodos. No obstante, la MP no difirié6 (P > 0,05) entre los
métodos de congelacion (Fig. 8).
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Figura 8. Porcentaje de motilidad total (MT) y progresiva (MP) de muestras
frescas-diluidas y congeladas-descongeladas por el método convencional
(CC) y la congelacion ultra-rapida (CU). Letras diferentes entre cada
tratamiento muestran diferencias significativas.a—b -c, P<0,05;a-¢c, P
< 0,01.

Los valores de VCL y VAP no difirieron significativamente (P > 0,05) entre métodos
de congelacion. Sin embargo, solo en las muestras congeladas con CC mostré una
reduccion significativa (P < 0,05) de la velocidad rectilinea (VSL) comparado con
aguellas muestras frescas antes de la congelacion. Al igual que las VCL y VAP, la
VSL no difirié significativamente (P < 0,05) entre los métodos de congelacion (Fig.
9).
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Figura 9. Velocidad curvilinea (VCL), velocidad promedio (VAP) y velocidad
rectilinea (VSL) de muestras frescas-diluidas y congeladas-descongeladas
por el método convencional (CC) y la congelacién ultra-rapida (CU). Letras
diferentes entre cada tratamiento muestran diferencias significativas. a — b,
P <0,05.

Los parametros de relacion que expresan movimiento (STR, LIN y WOB) de las
muestras criopreservados mediante CC y CU no se vieron afectados por
criopreservacion, demostrando que no existen diferencias significativas (P > 0,05)
entre los dos métodos de criopreservacion (Fig. 10).

El valor de ALH no difirié significativamente (P > 0,05) entre métodos de

congelacion CC y CU. Sin embargo, solo las muestras congeladas con CC mostro
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una reduccion significativa (P < 0,05) de la frecuencia de batida de flagelo (BCF)
comparado con aquellas muestras frescas antes de la congelacién. Del mismo
modo, el valor de BCF no difirio significativamente (P < 0,05) entre los métodos de

congelacion (Fig. 11).
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Figura 10. Pardmetros de relacién que expresan rectitud (STR), linealidad
(LIN) y oscilacion (WOB) de muestras frescas-diluidas y congeladas-
descongeladas por el método convencional (CC) y la congelaciéon ultra-

rapida (CU).
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Figura 11. Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y
frecuencia de batido de flagelo (BCF) de muestras frescas-diluidas vy
congeladas-descongeladas por el método convencional (CC) y la
congelacion ultra-rapida (CU). Letras diferentes entre cada tratamiento
muestran diferencias significativas. a — b, P < 0,05.

Los analisis de los resultados demuestran que fue posible recuperar eficientemente
espermatozoides viables y motiles de testiculos (de perros orquiectomizados)
almacenados durante 96 horas en frio. De hecho, se ha demostrado que la
criopreservacion de espermatozoides caninos epididimarios se puede realizar
mediante métodos similares a los establecidos para eyaculados de la misma
especie, y que, a pesar de algun dafo, los espermatozoides conservan su
capacidad funcional (Hewitt et al., 2001; Yu y Leibo, 2002). Por lo tanto, esta
investigacibn demostr6 que fue posible criopreservar eficientemente los
espermatozoides epididimarios caninos con resultados deseables de motilidad y
viabilidad después de la criopreservacién convencional o ultrarrapida para usarlos
en técnicas de reproduccion asistida como ICSI (intra-cytoplasmic sperm injection)
(Isachenko et al., 2012). Incluso, estos procedimientos podrian servir de modelo
para usarlo en espermatozoides de caninos silvestres que han fallecido bajo
situaciones inesperadas, siempre y cuando los testiculos junto con sus epididimos,
estén intactos y almacenados a bajas temperaturas.

Se ha determinado que la motilidad no se despliega en el epididimo, por varias
razones: la falta de sustrato energético, la baja tension de oxigeno y la presencia
de una proteina secretada por el epitelio que reviste el epididimo conocida como
“‘inmobilina” (Gil-Laureiro, 2020). Una vez cumplida la etapa de maduracién en el
epididimo, los espermatozoides estan listos para continuar su transito hacia el
conducto deferente y al momento de la eyaculacion entran en contacto con los
compuestos de plasma seminal. La fructosa secretada por las vesiculas seminales,
es el sustrato energético exégeno mas abundante en la mayoria de los animales
(incluyendo el perro) (Amann, 1981). Esto no sucede en los espermatozoides de
origen epididimario, lo cual les convierte en espermatozoides mas sensibles al
choque de frio pudiendo causar la degeneracion de la membrana espermatica y
reduccion drastica de la motilidad. Sin embargo, los espermatozoides epididimarios

parecen ser mas crioresistentes que los espermatozoides eyaculados, con
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diferencias en la composicién de la membrana (Eddy y O’Brien, 1994; Jones, 1998;
Varisli et al., 2009) que influyen en el tiempo de equilibrio requerido (Rath y
Niemann, 1997). De esta manera se puede explicar que el tiempo de
equilibramiento usando en la congelacion CU fue menor (30 minutos) a la
congelacion CC debido a que el disacérido sacarosa puede resultar toxico y
degenerativo para la membrana plasmatica.

Investigaciones anteriores han reportado que la criopreservacion en todos sus
procesos produce efectos deletéreos (perjudiciales) a las células espermaticas, y
por lo tanto, los parametros de motilidad y viabilidad se reducen entre un 30 a 40%
comparado con los valores pre-congelacién (Watson, 2000). Otros autores sugieren
que aproximadamente el 50% de los espermatozoides sobreviven a la
criopreservacion, lo que produce en efecto, tasas de fertilidad bajas (Watson, 1995).
Asimismo, se ha determinado que durante la criopreservacion, los espermatozoides
sufren cambios estructurales, bioquimicos y funcionales que Ilimitan la
supervivencia celular y la capacidad fecundante (Maxwell et al., 1993). La
criopreservacion induce la produccion excesiva de especies reactivas de oxigeno
(ROS), la interrupcién del potencial de la membrana mitocondrial y un fenémeno
similar a la apoptosis en los espermatozoides. Estos cambios estan asociados con
alteraciones en los compuestos de la membrana del esperma, lo que resulta en
reducciones dramaticas en la motilidad, viabilidad y capacidad de fertilizaciéon (Yoon
et al., 2016). Se ha demostrado que la técnica de congelacién CC causa un dafio
fisico y quimico de las membranas espermaticas extracelulares e intracelulares
debido a cambios en la transicion de la fase lipidica y/o aumento de la peroxidacion
lipidica durante la saturacion con crioprotectores. Esta peroxidacion lipidica
conduce a una disminucion de la velocidad, la motilidad del esperma, la morfologia,
la viabilidad e integridad de las membranas (O’Connell et al., 2002).

Por otro lado, la criosupervivencia espermatica esta influenciada, principalmente,
por la velocidad de enfriamiento durante el rango critico de temperatura (-5°C a -
25°C) (Woelders, 1997). El dafio que pueden sufrir los espermatozoides durante la
criopreservacion se atribuyen a la produccion de cristales de hielo intracelular,
estrés osmotico debido a la formacion de soluciones hipertonicas extracelulares
(Yoon et al., 2015; Yoon et al., 2016) y deshidratacion celular (Grotter et al., 2019).
Estos dafios celulares estan determinados directamente por las velocidades de

enfriamiento (Mazur, 1977). El principal dafio estructural evidenciado bajo
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microscopia electrénica de barrido criogénico (Crio-SEM), tanto en congelacion
ultrarrdpida como convencional, es la degeneracion de la membrana plasmatica
que causa la muerte celular (Boveda et al., 2018). Otros dafios importantes se
atribuyen a la pieza intermedia y las mitocondrias durante de la congelacion y
descongelacién (Galarza et al., 2019a). En consecuencia, el dafio mitocondrial
provoca una falla en el sistema de fosforilacion oxidativa, generacion de ATP vy
liberacion de energia para el movimiento (Windsor, 1997). Por lo tanto, velocidades
de enfriamiento altas (ej. 40°C/min) como las que usa la congelacién convencional,
provocan un dafio a la membrana plasmatica y mitocondrial, y en efecto, los
espermatozoides se mueren o quedan estaticos (Galarza et al., 2019b).

Los resultados del presente estudio muestran una reduccion de la motilidad total de
aproximadamente 38 y 54% con el método de congelacion, CC y CU,
respectivamente. Estos resultados sugieren que la criopreservacion ultrarrapida
podria afectar mas a las mitocondrias y disminuir la fosforilacion oxidativa (sintesis
de ATP), que puede afectar la motilidad de los espermatozoides (Celeghini et al.,
2007) y las variables cinéticas (Ashrafi et al., 2011). Se ha sugerido que los
espermatozoides en diluyentes que contienen disacéaridos (ej. sacarosa) pierden su
motilidad mas rapidamente durante la incubacion posterior a la descongelacién que
en diluyentes que contienen glucosa o fructosa, probablemente porque los
espermatozoides metabolizan mas facilmente estos monosacaridos (Molinia et al.,
1994). La sacarosa, con su mayor peso molecular y menor permeabilidad, esta
limitado como fuente de energia dada su incapacidad para atravesar facilmente las
membranas plasmaticas (Isachenko et al., 2008).

Otra teoria que podria explicar la baja motilidad obtenida después de la congelacion
ultrarrapida se debe a que la sacarosa interfiere con el uso de la glucosa que se
metaboliza facilmente. Es bien conocido que el transporte de glucosa parece
inhibirse en presencia de disacaridos (Parche et al., 2006).

Los resultados de esta investigacion, ademas demostraron que el efecto deletéreo
de la CU no fue evidenciado en las velocidades y pardmetros de relacion que
expresan movimiento y progresividad (ej. VCL, VSL, STR, LIN, ALH y BCF) debido
gue no hubo diferencias significativas de esos valores entre ambos protocolos de
criopreservacion. Esto resultados indican que la CU seguida de una descongelacion
rapida (calentamiento a 65 °C) fue mas perjudicial para los pardmetros de motilidad

gue una descongelacion lenta (calentamiento a 37 °C).
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Estos resultados son superiores y consistentes a los obtenidos por Caturla-Sanchez
et al. (2018), obteniendo bajas motilidades (MT y MP) después de vitrificar
espermatozoides caninos provenientes de eyaculados con 250 mM de sacarosa
comparado con la congelacion convencional. De hecho, dicha investigacion mostro
una cinética (VCL, VSL, VAP, ALH y BCF) similar en las muestras congeladas y en
las vitrificadas.

Por lo tanto, los resultados obtenidos en esta investigacion indican que congelar
espermatozoides epididimarios de perro en pellets de 30 ul provenientes de
muestras diluidas con Tris y 250 mM de sacarosa y usando velocidades de
enfriamiento excesivamente rapidas resultan una alternativa util debido a la
respuesta cinética obtenida. No obstante, se necesita estudiar mas factores que

permitan mejorar las motilidades después de la criopreservacion.

5.2. Integridad de membranas plasmaticay acrosomal

Los valores promedios (+ error estandar de la media) correspondientes al estado
de las membranas esperméticas que demuestran la integridad o dafio del
plasmalema y/o acrosoma simultaneamente de las muestras frescas y
criopreservadas por el protocolo convencional y ultra-rapido, se muestran en el
Anexo 2.

El porcentaje de espermatozoides con membrana plasmatica integra y acrosoma
integro (IPIA) fue afectado por los procesos de criopreservacion evidenciando una
reduccion significativa de sus valores después de la congelacion - descongelacion
(P <0,05). Sin embargo, el porcentaje de IPIA no difiri6 significativamente (P > 0,05)
entre los métodos de congelacion CC y CU. Esta categoria de espermatozoides
son los mas deseables debido a que mantienen la integridad de las membranas
espermaticas necesarias para mantener la capacidad fecundante después de una
inseminacion artificial como ha sido demostrado en espermatozoides epididimarios
refrigerados durante varios dias y luego criopreservados (Soler et al., 2005). Se
observd un porcentaje mas bajo (P < 0,05) de espermatozoides con membranas
plasmaticas intacta y acrosoma dafiado (IPDA) después de la congelacion CC en
comparacion con la pre-congelacion (fresco) y congelacion CU. Esto sugiere que la
congelacion CU genera mas dafo de acrosoma en espermatozoides vivos (0 con
la membrana plasmatica integra). Por otro lado, el porcentaje de espermatozoides

con membrana plasmatica daflada (muertos) y acrosoma integro (DPIA)
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incrementd después de congelar con el método CC (P <0,01) y con CU (P <0, 05);
no obstante, la congelacién CU produjo un menor (P < 0,05) porcentaje de DPIA
que la congelacion CC. Asimismo, el porcentaje de espermatozoides con
membrana plasmatica dafiada (muertos) y acrosoma dafiado (DPDA) incrementé

después de congelar con los dos métodos (P < 0, 05) (Fig. 12).
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Figura 12. Estado de las membranas plasmatica y acrosomal evaluadas en
las diversas subcategorias mediante la prueba de doble fluorescencia PI /
PNA-FITC en muestras frescas-diluidas y congeladas-descongeladas por el
método convencional (CC) y la congelacién ultra-rapida (CU). Letras
diferentes entre cada tratamiento muestran diferencias significativas. a — b —
c,P<0,05ya-cP<0,01.

La integridad de las membranas plasméatica (IMP) y acrosomal (IMA) se vio
afectada por el proceso de criopreservacion evidenciando una reduccion
significativa (P < 0,01) de sus porcentajes después ambas congelaciones. El
porcentaje de IMP no difirié (P > 0,05) entre los métodos de congelacion CC y CU.
Estos resultados sugieren que la viabilidad o la criosupervivencia espermatica es
igual de similar al momento de congelar con el protocolo ultra-rapido. Sin embargo,
la IMA fue inferior (P < 0,01) con la congelacion CU comparado con la congelacion
CC (Fig. 13).
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Figura 13. Integridad de la membrana plasmatica y acrosomal de las
muestras frescas-diluidas y congeladas-descongeladas por el método
convencional (CC) y la congelacion ultra-rapida (CU). Letras diferentes entre
cada tratamiento muestran diferencias significativas. a—b —c, P <0,05;y a
-cP<0,01.

A pesar de que los parametros de motilidad se vieron fuertemente afectados, la
técnica de CU arrojo resultados similares a la CC para la viabilidad (equivalente a
la IMP) de los espermatozoides. Esto se puede explicar por la caracteristica de
congelacion ultrarrapida, que pasa rapidamente por ciertos rangos de temperatura
(entre 20 y 5 °C), a los que la membrana del esperma canino es particularmente
sensible (Sanchez et al., 2011) y por la accion protectora que pueden desempenfar
los disacéaridos a ciertas concentraciones (ej. 250 mM de sacarosa) (Isachenko et
al., 2008). De hecho, reportes previos ya han informado que la adicién de ciertas
bajas concentraciones de crioprotectores no permeables como la albumina y de
osmoprotectores como los disacéaridos (principalmente sacarosa) en el medio de
congelacion ultrarrapida (ej. TCG-YH) mejora la criosupervivencia de
espermatozoides humanos (Isachenko et al., 2008) y espermatozoides de perro
(Sanchez et al., 2011).

La congelacién convencional usa el glicerol (agente crioprotector penetrante de
eleccion para la criopreservacion de espermatozoides mamiferos), el cual previene
la formacion de cristales de hielo intracelular e induce tensiones osmoéticas

(Devismita y Kumar, 2015). Sin embargo, se ha demostrado que el glicerol tiene
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efectos téxicos en los espermatozoides, como alteraciones fisico-quimicas que
pueden provocar la ruptura de la membrana plasmatica o la eliminacién de
proteinas importantes de la membrana (ej. acuaporinas, Santiago-Moreno y
Galarza, 2019), y causar dafo de la membrana acrosomica, que se reflejara en una
reduccion en la fertilidad (Curry, 2000; Watson, 2000).
La congelacion ultrarrapida y/o vitrificacion, tiene sus propias peculiaridades. El
factor decisivo para una criopreservacion exitosa es la incompatibilidad de la
cristalizacion del hielo intracelular con los sistemas vivos. Para eliminar la formacion
de hielo y crear un estado similar al vidrio (vitreo), es necesario enfriar pequefnas
suspensiones liquidas o simplemente agua a velocidades ultra altas de
congelacion. Por otro lado, una investigacion reciente determind el estado fisico del
medio extracelular después de la criopreservacion usando velocidades de
enfriamiento ultrarrapidas y demostraron que el medio de congelacion ultrarrapida
con 100 mM de sacarosa no alcanza la vitrificacion después de la criopreservacion
(no vitrifica por presencia de cristales de hielo intra y extracelular) evidenciados por
Crio-SEM (Bodveda et al., 2018). Sin embargo, Caturla-Sanchez et al. (2018)
demostraron que usando 250 mM de sacarosa adicionado al medio de congelacion
si permite llegar a una vitrificacion. En la presente investigacién especulamos que
la congelacion ultra-rapida realizada con 250 mM de sacarosa pudo alcanzar una
vitrificacion, segun las dosis altas de sacarosa adicionada al medio TCG-YH
reportadas en estudios previos.
Existe evidencia de que la congelacion ultrarrapida provoca mas dafio en la
membrana espermatica que la congelacion convencional lenta, quizas debido a los
cristales de hielo extracelulares formados en espermatozoides epididimarios de
especies silvestres (Béveda et al., 2018). De hecho, la microscopia Cryo-SEM no
reveld diferencias en los tipos de dafio causado por las técnicas de congelacion
convencional y ultrarrapida. Sin embargo, si fue demostrado que el dafio a la
membrana plasmatica y mitocondrial empeoraba después de la congelacion
ultrarrapida (Bdéveda et al., 2018). Nuestros resultados son consistentes con los
resultados de estas investigaciones. Ademas, ambas investigaciones (Boveda et
al., 2018; 2020) sugieren que la congelacion CU puede ser una alternativa Gtil para
la criopreservacion de los espermatozoides del epididimo de otras especies en el
campo (ej. caninos silvestres), ya que esta técnica es simple y no requiere equipo

ni experiencia sofisticados.

Blanca Gabriela Landi Loja y Edisson Leonardo Mejia Jara Pagina. 59



551% UNIVERSIDAD DE CUENCA

e
Caturla-Sanchez et al. (2018) demostraron que la integridad de la membrana
plasmética fue similar después de la vitrificacion de espermatozoides caninos
provenientes de eyaculados usando 250 mM de sacarosa adicionada al medio
TCG-YH en comparacion con la congelaciéon convencional. Nuestros resultados
fueron similares a los obtenidos en este estudio.
Otro factor importante que determina la criosupervivencia celular es la velocidad de
descongelacién y/o calentamiento de las muestras criopreservadas. Se ha sugerido
que la velocidad de calentamiento es mas critica que la velocidad de enfriamiento
en la vitrificacion cinética y/o congelacion ultra-rapida (Mazur y Seki, 2011). Los
resultados del presente estudio sugieren que la descongelacion mediante el
calentamiento rapido (65 °C) ayuda a prevenir el dafio a los espermatozoides
epididimarios de perro congelados por la técnica ultra-rapida, a diferencia de los
espermatozoides de otros rumiantes silvestres (Pradiee et al., 2017, 2015). Esto
apoya la idea de que el dafio criogénico que sufren los espermatozoides durante el
proceso de vitrificacion—calentamiento ocurre de una manera especifica en cada
especie, dependiendo de las caracteristicas de la fluidez de la membrana
plasmética de los espermatozoides, y también del tamafio de los espermatozoides
como lo ha demostrado Caturla-Sanchez et al. (2018) en espermatozoides de
perros.
Por otro lado, es importante considerar que durante la criopreservacion se produce
la muerte celular de varios espermatozoides, sin embargo, en los espermatozoides
supervivientes puede haber un dafio de los organulos y de las membranas,
reduciendo la eficiencia biologica (ej. la capacidad de los espermatozoides y la
reaccion del acrosoma) (Bailey et al., 2000). Este efecto si fue evidenciado en el
presente estudio debido a que la congelacion CU produjo un menor porcentaje de
integridad de la membrana acrosomal (IMA) comparado con la congelacion CC,
independientemente de la integridad de la membrana plasmatica. Estos resultados
sugieren que los espermatozoides vivos fueron similares con ambos métodos de
criopreservacion, pero aquellos obtenidos después de la congelacion CU tendran
menos eficacia al momento de fertilizar los ovocitos luego de una IA debido a que
presentan una degeneracion del acrosoma (Watson, 2000).
El esperma que sobrevive durante el procedimiento de congelacion sufre una

reduccion de la fertilidad y esto se ha relacionado con dafios que afectan
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negativamente la viabilidad, la motilidad, la membrana plasmatica, el acrosomayy el
material de la cromatina (Qamar et al., 2020).

5.3. Analisis de morfometria de la cabeza de los espermatozoides

Los valores promedios (+ error estandar de la media) correspondiente al largo,
ancho, area y perimetro de la cabeza de los espermatozoides frescos y
criopreservados por el método convencional y ultrarrapido se muestran en el Anexo
3.

La longitud de la cabeza de los espermatozoides criopreservados por ambos
métodos no se vieron afectados (P > 0,05), y tampoco variaron con respecto a las
muestras frescas. Eficientemente, los valores de ancho, area y perimetro de las
muestras criopreservadas por la congelacion CU no mostraron diferencias (P <
0,05) significativas en comparacion con las muestras frescas (antes de congelar).
Estos resultados sugieren que la congelaciéon CU no produjo un dafio osmotico,
mecanico ni estructural durante el proceso de congelacion y descongelacion. Sin
embargo, estos efectos no fueron evidenciados en las muestras criopreservadas
con la congelacion CC. Los valores del ancho, area y perimetro incrementaron
significativamente (P < 0,05) en muestras criopreservadas con el método CC en
comparacion con las muestras frescas. De hecho, el ancho de espermatozoides

congelados con CC fue mayor (P < 0,05) comparado con CU (Fig. 14)
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Morfometria de la cabeza espermatica

Figura 14. Largo, ancho area y perimetro de las muestras frescas-diluidas y
congeladas-descongeladas por el método convencional (CC) y la
congelacion ultra-rapida (CU). Letras diferentes entre cada tratamiento
muestran diferencias significativas. a — b, P < 0,05.
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El proceso de congelacién afecta a los espermatozoides provocando una gran
extension del grado de lesion celular, siendo responsable de poblaciones mas
heterogéneas en tamafio y forma de la cabeza espermética (Esteso et al., 2006).
Los efectos de la criopreservacion sobre la morfometria de la cabeza de los
espermatozoides epididimarios se han estudiado en numerosas especies
domésticas y silvestres y se ha determinado una reduccién del tamafio de la cabeza
comparado con el tamafio antes de la congelacion (Boveda et al., 2018; Esteso et
al., 2006; Hidalgo et al., 2007; Pradiee et al., 2016). Se han propuesto muchas
teorias para explicar esto, como la sobre-condensacion de la cromatina
espermatica, o la presencia de un mayor nimero de espermatozoides con un
acrosoma dafiado o perdido, o por el estrés osmotico experimentado durante la
congelacion y descongelaciéon provocando dafios en la membrana celular y
citoesqueleto (Arruda et al., 2002; Gao y Zhou, 2012; Santiago-Moreno et al., 2016).
De hecho, la crio-resistencia de los espermatozoides puede estar relacionada con
el grado de cambios en la dimension de la cabeza durante la congelacion —
descongelacién (Santiago-Moreno et al., 2016).

El presente trabajo mostré que la congelacion CC mostré un incremento
significativo después de la criopreservacion comparado con sus valores sin
congelar (fresco). Estos resultados sugieren que estos espermatozoides
probablemente presentaron un acrosoma dafiado o un estrés osmético durante el

proceso de congelacion y descongelacion.
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6. CONCLUSIONES

e En resumen, los resultados de la presente investigacion demostraron que
fue posible recuperar eficientemente espermatozoides viables y métiles de
testiculos (de perros orquiectomizados) almacenados en frio a largo plazo.

e El proceso de congelacion ultrarrdpida que usa 250 mM de sacarosa
adicionada al medio de congelacion afecta las motilidad total y progresiva en
comparacion con la congelacion convencional que usa dos rampas de
congelacion en vapores de NL2. Sin embargo, el logro de niveles de cinética
(velocidades, parametros de progresion y progresividad) y viabilidad
espermética similares a los de la congelacién abre buenas expectativas.

¢ Finalmente, la congelacion CU no afecta a el tamafio de los espermatozoides
medidos en largo, ancho, &rea y perimetro. Por lo tanto, la congelacion ultra-
rapida podria garantizar la criosupervivencia de los espermatozoides con

gran cantidad de beneficios debido a su sencillez, bajo costo y rapidez.
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7. RECOMENDACIONES

e Debido a los resultados obtenidos, se puede recomendar tanto la
congelacion ultrarrdpida como la convencional para criopreservar
espermatozoides epididimarios de perros orquiectomizados a pesar de que
los testiculos y sus epididimos fueron almacenados mas de 96 horas en
condiciones de frio. En consecuencia, la criosupervivencia espermatica
encontrada después de criopreservar con ambos métodos puede dar acceso
al uso de los espermatozoides para técnicas de reproduccion asistida como
FIV o ICSI.

e Se recomienda usar nuevos aditivos y crioprotectores disacaridos (ej.
trehalosa y/o combinaciones con sacarosa) suplementados a los medios de
congelacion como el TCG-YH que permitan mejorar las motilidades después
de los procesos de criopreservacion.

¢ Finalmente, se recomienda evaluar la fertilidad de estos espermatozoides
criopreservados ya sea bajo condiciones in vivo o in vitro (ej. fecundacion in

vitro homodloga o heterodloga)
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9. ANEXOS

Anexo 1. Valores promedios y variabilidad (promedio + error estandar de la media)
de los parametros cinéticos del sistema CASA de las muestras frescas y congeladas-
descongeladas por el método convencional (CC) y ultra-rapido (CU).

. S Congelacion
Parametros cinéticos Fresco - — Valor P
Convencional  Ultra-rapida
MT (%) 75,5+ 3,63a 37,7+£4,43b 21,5+ 3,02c¢c 0,0000
MP (%) 241+351a 8,3+£1,64b 43+0,76 C 0,0000
VCL (um/s) 63,5+ 3,84a 385£256b 42,3+394 b 0,0000
VAP (um/s) 38,3+261la 225+1,60b 28,4+3,02b 0,0005
VSL (um/s) 26,4+248a 16,5+1,32b 19,9+ 2,34 ab 0,0103
STR (%) 62,5+ 2,55 67,1+£1,85 62,1+2,43 0,2352
LIN (%) 41,1+ 2,35 42,7 + 3,00 40,3 + 3,00 0,8244
WOB (%) 59,8 £ 1,58 58,8 £ 2,51 59,5+254 0,9416
ALH (um) 28+0,16a 19+0,13b 18+0,11b 0,0000
BCF (Hz) 6,4+0,26a 52+0,32b 5,4+0,41 ab 0,0248

Anexo 2. Porcentajes de espermatozoides (promedio + error estandar de la media)
en las diversas categorias de integridad de la membrana (evaluados con marcadores
fluorescentes Pl / PNA-FITC) de las muestras frescas y congeladas-descongeladas
por el método convencional (CC)) y ultra-rapido (CU).

3 _ Congelacion
Parametros de fluorescencia Fresco - — Valor P
Convencional Ultra-rapida
IPIA (%) 73,0276 a 39,7+1,88b 33,0+2,38h 0,0000
IPDA (%) 12,5+ 2,06 a 2,7+0,62b 10,7+ 1,54 a 0,0001
DPIA (%) 75+0,64c 21,7+235a 156+1,48b 0,0000
DPDA (%) 70+0,86Db 359+298a 40,7+244a 0,0000
IPM (%) = IPIA + IPDA 855+141a 42,3+194b 43,7+2,65b 0,0000
IMA (%) = IPIA + DPIA 80,4+241a 61,4+3,03b 485+251c 0,0000

Anexo 3. Valores promedio (promedio + error estandar de la media) del largo, ancho,
area y perimetro de la cabeza de las muestras frescas y congeladas-descongeladas
por el método convencional (CC)) y ultra-rapido (CU).

, Congelacion
Medida Fresco - — Valor P
Convencional  Ultra-rapida
Longitud (um) 5,7+0,11 5,9 £ 0,05 5,7+0,04 0,100213
Ancho (um) 3,4+£0,06b 3,5+0,02a 3,4+0,03b 0,048923
Area (um?) 19,6 + 0,39 b 20,7+0,26 a 19,9+0,26 ab  0,030888
Perimetro (um) 13,1+0,24 b 13,7+0,10 a 13,3+0,11ab 0,032183
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Anexo 4. Proceso Quirdrgico para la Anexo 5. Testiculos con problemas
obtencion de testiculos con sus patologicos descartados.
epididimos intactos (ORH).

Anexo 6. Diseccion del epididimo con Anexo 7. Técnica de flujo retrogrado
sus tres partes intactas y conducto para la recuperacion de
deferente de 1 cm. espermatozoides epididimarios.
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Anexo 8. Material obtenido después de Anexo 9. Material espermatico
la realizacion de la técnica de flujo obtenido recogido con una pipeta de
retrogrado. 1000 ml.

Anexo 10. Preparacion del material Anexo 11. Camara de Neubauer con
obtenido para realizar los diferentes muestra para medir la concentracion
procesos de medicion. espermatica.
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Anexo 12. Medicién de parametros de  Anexo 13. Preparacion de muestras
Motilidad: Total y Progresiva y Cinética.  con tincion Sperm Blue para evaluar
morfometria.

Anexo 14. Cargado de pajuelas para Anexo 15. Movimiento de las pajuelas

realizar el método de congelacion de la primera rampa a la segunda en el

convencional (CC). procedimiento de la congelacion
convencional.
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Anexo 16. Gotas de 30 pl de material Anexo 17. Pellets formados en la
espermatico sumergidas en NL: congelacion ultrarrapida y colocados en
deiando caer desde una altura de 15 cm. un tubo Falcon de 15 ml.

Anexo 18. Pellets colocados en bafio Anexo 19. Material obtenido después
Maria para su descongelamiento. de la descongelacion de los pellets en
bafio Maria.
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Anexo 20. Limpieza de particulas  Anexo 21. Evaluacion de morfometria
extrafias de las muestras de Motilidad y de las muestras con tincion de Sperm

Cinética. Blue.

Anexo 22. Evaluacion de la integridad
de membranas en donde se observa
IPDA, DPIA, DPDA.
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