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RESUMEN

La ultracongelacion consiste en emplear temperaturas bajo cero como un mecanismo
para la conservacion de células, tejidos y organos. Este método tiene como objetivo
principal prolongar la vida del material bioldgico y mantener lo més intacto posible el
metabolismo celular. La criopreservacion de células germinales en animales domésticos
es un tipo de biotecnologia reproductiva que permite almacenar material genético
valioso para su futura propagacion, a través de la reproduccion asistida para la
preservacion de las especies o almacenamiento de gametos con genes de interés. Por tal
motivo, este mecanismo resulta adecuado combinado con técnicas de reproduccion
como la inseminacion artificial, fecundacién in vitro o inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides, con el fin de realizar un mejoramiento genético para aumentar la
produccion y calidad de los productos.

Con el proposito de comparar la viabilidad espermaética en el material bioldgico, antes y
después de emplear bajas temperaturas, el desarrollo del proyecto se llevo a cabo con
cortes de tejidos del epididimo y de las gonadas de tres ovinos machos prepuberales
mestizos de Corriedale (3-4 meses de edad) sometidos a -196°C con una solucion
crioconservante (DMSO + sacarosa). La evaluaciéon microscopica de la viabilidad
espermatica antes y después de la ultracongelacion se realizé empleando una tincion
con azul tripan. Los resultados obtenidos, por un lado, reflejaron que estadisticamente
no hubo diferencia significativa entre los tejidos empleados (epididimo y génada). Por
otro lado, los tejidos presentaron porcentajes superiores de viabilidad de células
espermaticas pre-congelacion (> 80%). Por lo tanto, a pesar de que con el método de
criopreservacion desarrollado la viabilidad espermatica disminuyé en un 50%, los
porcentajes obtenidos son comparables con aquellos de semen comercial, pudiendo
entonces ser empleado para la preservacion espermatica de esta especie. No obstante, se
recomienda aumentar el numero de ejemplares empleados para obtener resultados mas
contundentes.

Palabras clave: criopreservacion, ovinos, testiculos, goénada, epididimo,
espermatozoides, prepuberal, criopreservantes.



ABSTRACT

Cryopreservation or deep freezing consists in using temperatures below zero as a
method to keep cells, tissues and organs alive and healthy. Previous research has shown
that cryopreservation of germ cells in domestic animals is a type of reproductive
biotechnology that allows the storage of valuable genetic material for future
propagation, in order to be used in assisted reproduction for the preservation of species
or storage of gametes with genes of interest. This mechanism is suitable combined with
assisted reproduction programs such as artificial insemination, in vitro fertilization or
intracytoplasmic sperm injection, in order to perform genetic improvement to increase
the production and quality of products.

With the purpose to evaluate sperm viability contained in the biological material, before
and after crypreservation, the development of the project was carried out with tissue
fragments from the epididymis and the gonads of three pre-pubertal lambs (crossbreed
Corriedale) at -196 ° C with a cryoprotectant solution (DMSO + sucrose). Microscopic
evaluation of sperm viability before and after deep freezing was carried out with trypan
blue staining. There were no significant difference between the tissues used (epididymis
and gonads) regarding viability. On the other hand, fresh pre-freezing tissues showed
higher percentages of viability of sperm cells (> 80%). Therefore, although with the
cryopreservation method used sperm viability decreased by 50%, the percentages
obtained are comparable with previously reported work, and can be used for sperm
preservation of this species. However, it is recommended to increase the number of
specimen used to obtain more reliable conclusive results.

Keywords: cryopreservation, sheep, testis, gonad, epididymis, sperm, prepubertal,
cryopreservant.
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1. INTRODUCCION

El almacenamiento de material biologico ha resultado adecuado para el desarrollo de
diferentes campos de la ciencia, como la medicina, biologia, biotecnologia y la
agricultura, entre otras. Estos procedimientos han permitido desde la creacion de
reservas de células, tejidos e incluso 6rganos para trasplantes, hasta obtener bancos de
germoplasma destinados a la investigacion, preservacion y reproduccion de especies
(Day & Stacey, 2007). Es asi que la biotecnologia reproductiva junto con la criobiologia
han desarrollado técnicas para la conservacion de material genético valioso de animales
de interés, con el fin de aumentar su produccion y a su vez, a partir del mejoramiento
genético, obtener productos de calidad (Quinones, Ma, Zhang, Barnes & Podgoreanu,

2014).

1.1 Criopreservacion

La criopreservacion se fundamenta en emplear temperaturas bajas para la conservacion
de células, tejidos y otros elementos bioldgicos para mantener la viabilidad y
funcionabilidad de los sistemas celulares por largos periodos de tiempo, a partir de
disminuir el metabolismo celular (Portillo et al., 2006). La criopreservacion puede ser
realizada, tanto en células y tejidos, como en oOrganos completos, sin embargo, los
resultados dependeran del tipo de material bioldgico y su habilidad para tolerar el estrés
causado por cambios fisicos y quimicos a los que se someten durante el proceso, asi

como su rango de congelacion y calentamiento (Maffei et al., 2013).

1.1.1. Inconvenientes de la criopreservacion.

Durante la criopreservacion existen periodos criticos en los que las células, al ser

sometidas a bajas temperaturas y luego descongeladas, experimentan variaciones fisicas



11

y quimicas dafiinas como: la deshidratacion, toxicidad del crioprotector, reorganizacion
de macromoléculas en las membranas celulares y la formacion extra e intracelular de
cristales de hielo. Estas alteraciones bioquimicas causan dafios oxidativos y osmoticos
en las membranas, las proteinas e incluso el ADN de las células espermadticas, afectando
el metabolismo celular (Portillo et al., 2006). Por tal motivo, los protocolos para la
crioconservacion han ido avanzando para reducir al maximo los efectos negativos

mencionados, tal como el empleo de soluciones con crioprotectores.

1.1.2. Compuestos crioprotectores.

Durante el proceso de criocongelacion se generan variaciones extremas de las
propiedades quimicas, térmicas y eléctricas del material biologico causando alteraciones
en las membranas celulares, organelos y en la interaccion célula — célula (Portillo et al.,
2006). Es asi que es importante escoger el medio idoneo para criopreservar, el mismo
que debe tener la composicion mas adecuada en base a los requerimientos del material
biologico. En programas de medicina regenerativa, uno de los criopreservantes mas
empleados es el dimetilsulféoxido (DMSO), debido a que las tasas de viabilidad post
congelacion han expuesto un 6ptimo rendimiento (Pereira, Gonzéalez & Cavides, 2017).

Para aumentar la eficiencia del procedimiento de preservacion se ha empleado varios
compuestos crioprotectores como el dimetilsulfoxido (DMSO) combinados con
carbohidratos de bajo peso molecular como la sacarosa. El DMSO se caracteriza por su
naturaleza neutra y de bajo peso molecular que le permite penetrar al interior de la
célula y lograr su deshidratacion, logrando la proteccion del citoplasma a partir de la
inhibicion de la formacion de cristales de hielo, y ademas, la disminucién de la
concentracion de soluto intracelular que promueve la reduccion del dafio tisular en el

momento del enfriamiento (Liu & Pan, 2016). Por otro lado, la sacarosa ayuda a
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disminuir la toxicidad, es soluble en agua y no posee la capacidad de penetrar la
membrana celular por lo que actia extrayendo el agua del interior de la célula a partir
de la diferencia en las presiones osmoticas. Este compuesto para efectuar la proteccion
del tejido tiene la ventaja de disminuir la concentracion de los electrolitos, resultando en
un estado de super enfriamiento de la solucion (Elnahas, Alcolak, Abu, & Elnahas,

2010).

1.1.3. Criopreservacion del tejido testicular.

La criopreservacion del tejido testicular representa una manera de conservar la fertilidad
de animales prepuberes y asi mantener la viabilidad indefinida del material genético de
sus células espermaticas (Goossens et al., 2008). Posterior a la criopreservacion es
posible la recuperacion de los espermatozoides a fin de emplearlos en programas de
reproduccion asistida o para el rescate de gametos cuando el individuo muere
inesperadamente. Asimismo, este método permite la preservacion de especies en peligro
de extincion a través del establecimiento de bancos de germoplasma con el fin de

mantener la biodiversidad (Dalman, Sadat, Gooneh, & Totonchi , 2017).

1.1.4. Criopreservacion de germoplasma animal masculino.

La conservacion del germoplasma animal masculino se refiere al almacenamiento de
tejido testicular y semen. Dentro de la criobiologia, la conservacion de semen en frio ha
sido una tecnologia muy empleada en los sistemas agricolas sostenibles y
agropecuarios, influenciando directamente en la economia mundial. Es asi que debido a
la rapidez y eficiencia de las técnicas de criopreservacion, estas resultan de interés para
la conservacion del material genético de animales domésticos o silvestres con alto valor

genético o en peligro de extincion (Aponte, 2015).
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1.2. Anatomia del testiculo

Los testiculos son las génadas masculinas que en base a su morfologia se fraccionan
para su estudio en una zona tubular y otra intertubular. Dentro de los testiculos existen
diversos grupos de células con varias funciones, tales como, células germinales, células
de Sertoli y células de Leydig que estan relacionadas con la generacion de
espermatozoides y hormonas. La zona tubular contiene los tibulos seminiferos y es
donde las células madre espermatogoniales adaptan su estructura y funcidén para la
generacion de espermatozoides. En la zona intertubular es donde se conservan las
células esteroidogénicas (células de Leydig) que producen las hormonas andrégenas
(Cruvinel & Machado, 2017). Los espermatozoides inmaduros salen de las génadas y
terminan su maduracion y capacitacion en el epididimo, en donde se encuentran las
reservas de espermatozoides viables en la mayoria de mamiferos (Vallecino, Camacho

& Delgado, 2011).

1.3. Biotecnologia reproductiva

1.3.1. Reproduccion asistida.

La biotecnologia en el campo de la reproduccién animal se ha convertido en una
herramienta provechosa en la optimizacion del potencial reproductivo y productivo de
las especies. La gran ventaja es que promueve el mejoramiento genético, disminuye el
riesgo de transmision de enfermedades y aumenta la cantidad de crias obtenidas con
genotipos y fenotipos de interés (Coérdova, Ruiz, Campos, Cérdova, & Coérdova, 2011).
Estas técnicas modernas han sido empleadas para recuperar la variabilidad genética que
ha ido disminuyendo por aumento de la consanguinidad en las especies animales de
produccion debido al uso de pocas lineas genéticas en su reproduccion. Asimismo, se ha
intentado lograr su recuperacion de las razas en peligro de extincion. En programas de

mejoramiento genético la biotecnologia reproductiva ha permitido, tener el control de
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genes valiosos y transmitirlos a descendencia para aumentar la produccion y calidad de

productos de interés (Ugalde, 2014).

1.3.2. Inseminacion artificial.

Para programas de biotecnologia reproductiva la calidad de los gametos empleados es
un factor crucial, no obstante, hay ciertos pardmetros que varian en base al método
empleado. Una de las técnicas es la inseminacion artificial (IA) en la que el semen es
recolectado, procesado, almacenado y luego introducido manualmente en el tracto
reproductor de la hembra (Foote, 2002). Este método se ha empleado para animales de
granja como ganado vacuno, equino y ovino, y en otras especies como perros, cabras,
ciervos y bufalos (Gibbons, Fernandez, Bruno, Spinelli & Cueto, 2009). La IA se ha
considerado como un medio para mejoramiento genético en animales ya que unos pocos
machos altamente seleccionados producen suficientes espermatozoides para inseminar a
potenciales miles de hembras por afio (Patel et al., 2017). Para aplicar la IA la
criopreservacion del semen resulta ideal. Las células espermaticas son mezcladas con
lipoproteinas, azlicares y crioprotectores que protegen la integridad de las membranas
durante la congelacion y descongelacion. Sin embargo, la eficiencia del proceso
depende de mantener la motilidad de los espermatozoides para que estos sean capaces
de llegar hasta el ovocito y fecundarlo. En ganado, el semen es almacenado en pajuelas
en nitrogeno liquido que contienen tipicamente 15 millones de espermatozoides moviles
(Leboeuf, Restall & Salamon, 2000). En equinos la dosis empleada con semen
criopreservado es de 400 a 800 millones de espermatozoides, no obstante, dicho valores

dependen de la calidad del semen empleado (Angel & Bran, 2010).

1.3.3. Fecundacion in vitro (FIV) e inyeccion intracitoplasmica de

espermatozoides (ICSI).
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En especies animales de interés, la muerte stbita de ejemplares valiosos puede generar
grandes pérdidas economicas. Para ello la IA no es un método efectivo, pues una vez
muerto el individuo la recuperacion de semen con altas concentraciones de
espermatozoides moviles no es posible. Es aqui donde entra en juego la fecundacion in
vitro (FIV) y la inyeccion intracitoplasmica de espermatozoides (ICSI).

La FIV se refiere a la penetracion directa de espermatozoides capacitados en ovocitos
maduros, en condiciones de laboratorio. Para esta técnica las células espermaticas son
capacitadas in vitro empleando los medios de cultivo necesarios y los ovocitos son
extraidos ya maduros o pueden ser madurados in vitro. Luego del cocultivo, en el que
se produce la interaccion in vitro de los gametos, se realiza una evaluacion de la
eficiencia de la penetracion espermatica y el cultivo de los cigotos producidos que
finalmente son transferidos a una hembra receptora que cumpla con las caracteristicas
fisiologicas necesarias para el desarrollo del embridon (Angel & Bran, 2010). El nimero
de espermatozoides necesario para estas técnicas es relativamente bajo, en comparacion
con la IA. Es asi que estudios realizados en porcinos reportaron haber empleado 100
microlitros (entre 1000 y 2000 espermatozoides) por ovocito y un tiempo de cocultivo
de 2-4 horas (Ruiz, 2009).

La ICSI, se trata de una variacion de la FIV tradicional. La técnica ha revolucionado la
reproduccion asistida ya que se realiza una micropipeta a través de un
micromanipulador para llevar a cabo la microinyeccion del espermatozoide dentro del
ovocito maduro para que se produzca un cigoto. La ventaja de esta variacion es que
requiere un numero muy reducido de espermatozoides y no se necesita de
espermatozoides con motilidad, lo cual mejora la tasa de fertilizacion (Bisioli, 2018).
Esta tultima técnica es empleada en reproduccion de animales con bajo conteo

espermatico o individuos que han fallecido inesperadamente, por lo que se recupera sus
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células espermaticas del tejido del testiculo o epididimo. Es asi que a partir de recuperar
el germoplasma post-mortem posibilita la transmision de caracteristicas zoogenéticas de

interés (Ruiz et al., 2013).

2.  METODOS
2.1. Obtencion del material biolégico
Se obtuvieron 6 testiculos de 3 ovinos prepuberales (3-4 meses de edad) de mestizos de
Corriedale, donado por una finca en la que se realizan castraciones rutinarias como
manejo zootécnico. Los testiculos fueron conservados a 4°C y transportados hasta el

laboratorio de Biotecnologia Animal de la USFQ.

2.2. Procesamiento del material bioldgico

Los testiculos fueron lavados con agua destilada. Se retir6 la tinica albuginea y se corto
la cola del epididimo. De la cola del epidididimo se obtuvieron fragmentos de tejido de
aproximadamente 0,5 cm®. Las gonadas se diseccionaron transversalmente y se tomd
tejido de la periferia del testiculo, se obtuvieron fragmentos de dos tamafios (1cm? y 0,5
cm?, aproximadamente). Los trozos de tejido fueron embebidos en medio de cultivo con
criopreservante (tabla 1) distribuidos en tres tubos falcon (un tubo por cada tipo de
tejido).

2.3. Congelacion tisular

Los tejidos se ultracongelaron en nitrégeno liquido a una temperatura de -196 °C

durante un periodo de 3 semanas.

2.4. Descongelacion tisular

Para la descongelacion los tejidos fueron sometidos a bafio maria a 40 °C por 3 minutos.
Para eliminar restos de la solucion criopreservante se lavo los tejidos con medio de
cultivo MEM durante 10 minutos y luego se descart6 el liquido. Tal procedimiento se

repitié 2 veces. Para el enjuague final se empled 45 mL de medio MEM mas 10 mL de
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suero fetal bovino al 10%, la solucion se repartié en diferentes tubos falcon para los

distintos tejidos y se los mantuvo durante 10 minutos antes de su evaluacion.

2.5. Obtencion de suspension celular

Cada tipo de tejido (cortes epididimo, cortes grandes testis y cortes pequefios testis) se
colocd en una caja Petri diferente. Se agreg6 0,5 mL de solucion amortiguadora (PBS) a
(4°C) y con un bisturi se macero los tejidos. Finalmente, con una pipeta se recolecto el
liquido de suspension celular de cada tejido en viales de 1,5 mL.

2.6. Evaluacion microscopica de la viabilidad espermatica

La evaluacion de viabilidad espermatica se llevd a cabo empleando tincion con azul
tripan. Se emple6 10 puL de la suspension celular de cada tejido y 10 uL del colorante.
De la mezcla se colocod 10 puL en una placa portaobjetos y se observo al microscopio de
contraste de fase con objetivo de 40x. Se contaron 100 espermatozoides por placa (entre
vivos y muertos). Los espermatozoides considerados como vivos no presentaron
pigmentacion, mientras que los muertos presentaron una coloracion azul oscuro de su

cabeza.

3. RESULTADOS

3.1. Evaluacion de viabilidad de células espermaticas de diferentes tejidos
testiculares (epididimo, testis corte Imm? y testis corte 0.5 mm?)

La Tabla 1 expone los resultados de la evaluacion de la supervivencia de
espermatozoides a partir de cortes de tejidos pre-congelados y post-congelados a -196°C
durante 3 semanas. En la figura #1 y figura #2 se puede observar que en los tejidos del
epididimo pre-congelacion el porcentaje de viabilidad espermatica fue de 87,2% y post-
congelacion de 40,9%. Para los tejidos de las gonadas, por un lado, los cortes 1cm?
presentaron porcentaje pre-congelacion de 88,9% y post-congelacion de 30,2%. Por otro

lado, para los cortes de 0,5cm’ los porcentajes fueron de 90,3% y 30,6% pre y post-
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congelacion, respectivamente. No obstante, no existe diferencia en la supervivencia de
las células espermaticas cuando se comparan los diferentes tejidos empleados
(epididimo, testis corte 1mm?’ y testis corte 0.5 mm?®), por lo que con un 95% de
confianza es posible aseverar que no existe diferencia estadistica significativa en la
supervivencia de células espermaticas obtenidas de los diferentes tejidos evaluados

(p>0.05), tanto antes como después de la congelacion.

3.2. Evaluacion de viabilidad de células espermaticas pre y post-congelacion

Por otro lado, en la figura #3 se observa que los espermatozoides pre-congelados
expusieron una supervivencia superior (88,8%), mientras que en los tejidos post-
congelados existi6 un descenso del porcentaje de la viabilidad de células espermaticas
(38,4%). Con un 95% de confianza es posible determinar que existe diferencia
significativa estadistica en la superviviencia de espermatozoides al ser extraidos de
tejidos pre o post-congelados y que esta viabilidad desciende después de la congelacion

(p<0,05).

4. DISCUSION

El empleo de tejido del epididimo y gonadal para la preservacion de germoplasma
masculino de ovinos prepuberales representa una técnica innovadora, eficiente y rapida.
El microambiente tisular pueden actuar como un medio adecuado para la supervivencia
de las células espermaticas luego de ser criopreservadas y asi mantener la fertilidad
(Adetunji et al., 2019). Por un lado, el epididimo de los mamiferos desempenia varias
funciones de transporte, capacitacion y reserva de espermatozoides (Parra & del Sol,
2002). Durante el paso por el epididimo los espermatozoides son capacitados para la
fecundacion y su motilidad funcional (Smithwick & Young, 1999). Varios estudios

histoquimicos e inmunohistoquimicos exponen que dicha capacitacion puede ser gracias
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a la gran cantidad de proteinas, glicoproteinas y enzimas antioxidantes secretadas por el
epididimo (NagDas, Winfrey & Olson, 2000). Por otro lado, cada testiculo en su
interior fomenta la formacién de espermatozoides en los tubulos seminiferos. Estos
tubulos engloban a las células espermatogénicas, que se transforman en
espermatozoides y a las células de Sertoli, encargadas de la espermatogénesis.
Asimismo, en las gonadas se encuentran las células de Leydig encargadas de secretar

testosterona (Harrison, 2009).

En el presente trabajo se reportd porcentajes de preservacion post-congelacion
superiores al 30%, lo cual es comparable con porcentajes de espermatozoides vivos en
semen comercial, posiblemente debido a la combinacion de emplear tejidos junto con el
empleo de DMSO como crioprotector penetrante y sacarosa como crioprotector no
penetrante. E1 DMSO presenta una gran capacidad de pentracion en tejidos por lo que
ha sido ampliamente empleado en criocongelacion de tejidos testiculares humanos ya
que brinda proteccion a los tibulos seminiferos y al ADN (Pothana et al., 2015). La
sacarosa se ha reportado desarrollar un gran efecto protector ya que actiia aumentando
la osmolaridad dentro y fuera de las células, disminuyendo la cantidad de agua y
evitando la acumulacion de electrolitos; resultando en un ambiente apropiado para la
criopreservacion de los tejidos y las células contenidas en ellos (Volk et al., 2006). Sin
embargo, cabe mencionar que el uso de otros compuesto crioprotectores podria variar
los resultados obtenidos. Es asi que trabajos reportados en semen comercial de ovinos
han expuesto que emplear glicerol, combinado con fructosa, como criopreservante,
fomenta una mejor calidad del semen con porcentajes de viabilidad superiores al 50%,
frente a emplear etilenglicol y glucosa (Ruiz, Sandoval & Santiani, 2015). Por otro lado,
trabajos reportados por Molinia et al., (1994) en semen de ovinos, por Naing et al.,

(2010) en semen de caprinos y por Garde et al., (2008) en semen de gacelas macho
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reportan que no existe diferencia significativa al emplear frustosa o glucosa. No
obstante, para semen de verracos, la fructosa si ha resultado dar efectos ligeramente mas
optimos (Chanapiwat et al., 2012). Los mecanismos y la eficiencia del empleo de un
crioprotector frente a otro no han sido del todo revelados, existen varios aspectos a
considerar como la especie, el tipo de células y tejidos, al igual que el tiempo, velocidad

y temperatura de congelacion.

Para programas de reproduccion asistida la viabilidad de los gametos masculinos es un
parametro relevante, no obstante, para obtener una Optima capacidad fecundante
también es de importancia evaluar la integridad de la membrana y del acrosoma, luego
de la criopreservacion. Segin se ha reportado en bovinos (Ribeiro-Peres, Munita-
Barbosa, Yumi-Kanazawa, Mello-Martins, & Ferreira, 2014) dichos parametros en el
eyaculado son relativamente adecuados, ello debido a que el semen contiene
espermatozoides provenientes de la cola del epididimo, en donde se ha completado su
maduracion. Por otro lado, Fayomi et al. (2019) menciona que para espermatozoides
obtenidos de tejido testicular es necesario una capacitacion, ya que en dicho zona las
células espermadticas se encuentran todavia inmaduras. Por lo tanto, se infiere que
debido a que dichos pardmetros no se analizaron en el presente trabajo, los resultados no
mostraron otro tipo de diferencias funcionales entre las células esperméticas gonadales

y del epididimo.

Referente a la técnica de evaluacion de la viabilidad celular se emple6 el colorante azul
tripan. Este es un colorante impermeable para la membrana de células vivas, por lo que
las células muertas eran aquellas pigmentadas de azll, lo cual permitia distinguirlas.
Este pigmento resulta adecuado para diferenciar entre células con disrrupcion de la

membrana de aquellas viables con membranas sanas. Asimismo, se ha reportado el uso
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de maquinas computarizadas y automatizadas para registrar la motilidad y la
concentracion de células espermaéticas en centro de reproduccion asistida. No obstante,

dicha tecnologia aun resulta costosa (Patel et al., 2017).

En cuanto al material de estudio, 3 individuos no resulta suficiente para obtener
conclusiones estadisticas totalmente confiables. En un estudio realizado con epididimos
de bovinos hicieron uso de 22 ejemplares, obteniendo mayor cantidad de datos para
llevar a cabo analisis estadisticos mas completos y resultados mas sélidos (Ribeiro et
al., 2014). Asimismo, en otro estudio realizado con ratas de cafia emplearon 20
especimenes, con los que los datos obtenidos reflejaron ser utiles para una seleccion
mas productiva de ratas macho de cafia con fines de reproduccion, asi como una
utilizacion mas efectiva de los recursos de esperma. En adicion, el estudio expuso datos
que pueden ser de referencia sobre las reservas de esperma gonadal y extragonadal de

dicha especie (Olukole, Oyeyemi & Oke, 2010).

S. CONCLUSIONES

La criopreservacion de espermatozoides en tejido del epididimo y gonadal provee un
microambiente adecuado, el mismo que se puede complementar con la combinacion de
crioprotectores, penetrantes y no penetrantes, para optimizar la eficiencia del
procedimiento. Es inevitable que los porcentajes de viabilidad de espermatozoides sean
afectados por la congelacion, tal fue el caso de esta investigacion, resultando en una
disminucioén del 50% de la viabilidad. No obstante, valores similares han sido
reportados para semen comercial de diferentes animales de granja, lo cual para términos

del presente trabajo resulta adecuado.
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Por otro lado, en términos de calidad espermadtica existen otros pardmetros que se
recomienda sean tomados en cuenta, tal como la motilidad, integridad estructural y
funcionalidad la membrana plasmatica y del acrosoma, funcion de la mitocondria y del
ADN; para lograr resultados mas precisos junto, con el empleo de un mayor nimero de

ejemplares para el estudio.
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7. ANEXO A: TABLAS
Tabla 1. Porcentajes de supervivencia de células espermaticas pre y post

criopreservacion.

Tratamiento (tejido) | Pre congelacion | Post congelacién

Epididimo 87,23 % 40,90 %
Testis corte 1cm? 88,89 % 30,16 %
Testis corte 0.5 cm?3 90,32 % 30,56 %

Tabla 2. Composicion de medio de criopreservacion.

Compuesto Cantidad
FCS (suero fetal bovino) 10 mL
DMSO 10 mL
MEM 10X 30 mL
Sacarosa 240 mL
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8. ANEXO B: FIGURAS
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Figura 1. Porcentaje de viabilidad de células espermaticas pre-congelacion en
nitrogeno liquido (-196°C) (n=3, p>0,05). Los porcentajes de espermatozoides vivos
extraidos de tejidos pre-congelacion reflejaron valores superiores al 80%. Cada barra
expone el porcentaje de células espermaticas vivas halladas en cada tipo de tejido
evaluado, obteniendo porcentajes de 87.2, 88.9 y 90,3% para epididimo, corte grande

testis y corte pequefio testis, respectivamente.
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Figura 2. Porcentaje de viabilidad de células espermaticas post-congelacion en
nitrégeno liquido (-196°C) (n=3, p>0,05). Los porcentajes de espermatozoides vivos
extraidos de tejidos pre-congelacion reflejaron valores menores al 50%. Cada barra
expone el porcentaje de células espermaticas vivas halladas en cada tipo de tejido
evaluado, obteniendo porcentajes de 40.9, 30.2 y 30,6% para epididimo, corte grande

testis y corte pequefio testis, respectivamente.
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Figura 3. Porcentaje de viabilidad general de células espermaticas extraidas de
tejidos testiculares, pre y post-congelacién en nitrégeno liquido (-196°C) (n=3, p<
0,05). Las barras representan los porcentajes general de espermatozoides Vvivos
encontrados en los tejidos, tanto del epididimo como de la testis. Para el tratamiento

pre-congelacion 88.81% Yy post-congelacion 38.44%.
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Figura 4. Tincion con azul tripan de células espermaticas en suspension celular de
tejido testicular de borrego joven. A. Espermatozoides vivos con membrana integra.
B. espermatozoide muerto (cabeza azul) con membrana dafiada, observados con un

objetivo 40x.



