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RESUMEN: Para evaluar las ventajas de la vitrificacion, con relacién a la congelacion
convencional, se utilizaron 40 eyaculados de ovino. De cada eyaculado se determind el volumen,
la concentracion y los espermatozoides normales, con valores de 0,8 mL, 1519X10°y 95 9%,
respectivamente. Cada eyaculado se dividio en una fraccion para congelar y otra para vitrificar.
Para la congelacién se utilizaron pajillas de 0,5 mL y para la vitrificacion gotas de 60 pL. La
concentracion en ambos métodos fue de 50x10° espermatozoides/mL. Antes y después de la
criopreservacion se evalué la movilidad progresiva (MP); en semen fresco fue de 81 % y se observo
una diferencia (p<0,05) con relacion al semen criopreservado, pues fue mayor la movilidad
(p<0,05) en semen descongelado (50 %) que en el calentado (36 %). Al analizar los resultados de
la viabilidad se observé una disminucién importante (p<0,05) del semen fresco (70 %) en
comparacion con el semen descongelado (51 %) y calentado (54 %). Cuando se evaluo la viabilidad
y el estado acrosomal de los espermatozoides, solo en los vivos con acrosoma intacto (VCA) se
observaron diferencias (p<0,05) entre el semen fresco (64 %) con respecto al semen descongelado
(45 %) y calentado (47 %), pero no asi en los espermatozoides vivos sin acrosoma (VSA) (6 %, 6
%y 7 %, respectivamente), en los espermatozoides muertos con acrosoma (MCA) (19 %, 29 % y
27 %, respectivamente) y en los espermatozoides muertos sin acrosoma (MSA) (11 %, 19 % y 18
%, respectivamente). Las dos técnicas de criopreservacién mostraron resultados similares; sin
embargo, la vitrificacion requiere menor tiempo de trabajo, de material y de equipo, lo cual
disminuye el costo del proceso y puede realizarse en cualquier laboratorio.
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ABSTRACT: Forty sheep ejaculates were used to evaluate the vitrification advantages in relation
to the conventional freezing. From each ejaculate, the volume, concentration and normal sperm
were determined, with values of 0.8 mL, 1519X10° and 95 %, respectively. Subsequently, each
ejaculate was divided into two fractions of equal concentration, one to freeze and another to vitrify.
Zero point five mL straws were used for freezing and 60 uL drops for vetrification. Sperm
concentration in both methods was 50x10° sperm/mL. Before and after cryopreservation, the
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progressive mobility (PM) was evaluated in fresh semen and it was 81 %. There was a difference
(p<0.05) in relation to the cryopreserved semen, since mobility was greater (p<0.05) in thawed
sperm (50 %) than in heated sperm (36 %). When analyzing viability results, a significant decrease
(p<0.05) was observed in fresh semen (70 %), compared to the thawed (51 %) and heated sperm
(54 %). When evaluating the acrosomal status and sperm viability, there were differences (p<0.05)
between the fresh sperm (64 %) with respect to the thawed (45 %) and heated (47 %) in the live
sperm with acrosomal reaction (VCA). This did not happened in the live sperm without acrosomal
reaction (VSA) (6 %, 6 % and 7 %, respectively), in the dead acrosome-reacted sperm (MCA) (19
%, 29 % and 27 %, respectively), and in the dead sperm without acrosomal reaction (MSA) (11 %,
19 % and 18 %, respectively). It is concluded that, although both cryopreservation techniques
showed similar results, vitrification has certain advantages such as that it requires less work time,
material and equipment, decreasing the cost of the process and it can be applied in any laboratory.
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INTRODUCCION

A principios del siglo XX se report6 la
criopreservacion de espermatozoides
adicionando un crioprotector permeable
(glicerol) al diluyente (1). A esta técnica se le
conoce como congelacidn lenta o convencional
e implica el enfriamiento y el equilibrio a5 °C
durante 4 h; en la actualidad, la congelacion se
realiza mediante vapores de nitrogeno liquido
(NL2) (2).

Esta técnica se ha utilizado durante décadas,
pero tiene algunos inconvenientes; el principal
es la formacion de cristales de hielo intra y
extracelulares, que dan origen a cambios
osmoticos que ocasionan dafios a los
espermatozoides (3). Entre los dafios maés
frecuentes estdn las alteraciones de la
membrana plasmatica, el dafio a nivel
mitocondrial, el deterioro en la integridad del
ADN vy las alteraciones del citoesqueleto que
provocan efectos negativos en la viabilidad y la
movilidad espermatica, caracteristicas
esenciales para la fecundacion (4).

Una alternativa que se ha propuesto para
evitar la formacion de cristales de hielo es la
vitrificacion, que consiste en diluir el semen en
una solucién concentrada de un crioprotector no
permeable (2), que generalmente es sucrosa
(0,25 M) (3); con ella la dilucion adquiere una
consistencia viscosa que se solidifica sin la
formacion de hielo, pasa a un estado vitreo

parecido al vidrio cuando se realiza una
congelacion ultrarrapida de los
espermatozoides (15000 a 30000 ‘C/min) al
sumergirlos en NL2 (5-9).

Al reducir la formacion de hielo intracelular,
que es la causa primaria de muerte celular, se
produce una mayor tasa de supervivencia
después del calentamiento, en comparacion con
la congelacién convencional (2,6). Entre las
ventajas de la vitrificacion se encuentran que es
un método simple, rapido (duracién de 2 a 30
min) (1) y mas rentable que la congelacion
convencional, ya que no se requiere de un
medio especifico de criopreservacion ni de
equipo especializado de congelacion, lo que
reduce los costos de produccion y puede
efectuarse facilmente en cualquier laboratorio
(7,20).

La vitrificacion de espermatozoides se ha
investigado, principalmente, en humanos
(3.7,11,12), pero existe poca informacion en
cuanto a la vitrificacion de espermatozoides en
ovinos (2,10), a pesar de que en esta especie la
criopreservacion de espermatozoides se aplica
en programas reproductivos o de conservacion
(2). Debido a la escasa investigacion que existe
con relacion al uso de métodos alternativos para
preservar semen de ovino, el objetivo del
presente trabajo fue determinar las ventajas de
la vitrificacion con relacion a la congelacion en
eyaculados de ovinos domésticos (Ovis aries).




Rev. Salud Anim., Vol. 40, No. 1 (enero-abril 2018), ISSN: 2224-4700

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizd en el laboratorio
“Manejo de la Reproduccion” de la Universidad
Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco.
Se obtuvieron 40 eyaculados de ovinos, a los
cuales se les determind el volumen, la
movilidad progresiva, la concentracion, la
morfologia, asi como la viabilidad y el estado
acrosomal de los espermatozoides.
Posteriormente, cada eyaculado se dividio en
dos grupos para realizar ambos tratamientos:
congelacién convencional o vitrificacion.

Obtencidn y evaluacion del semen

El semen se obtuvo de sementales Ovis aries
tipo criollo adultos, con fertilidad probada,
dieta equilibrada y agua ad libitum. Se
colectaron tres eyaculados por semana, durante
14 semanas, mediante vagina artificial (VA).
Después de la obtencion, las muestras se
transportaron al laboratorio en un termo a
37,5°C, en un tiempo no superior a 20 min. En
el laboratorio se colocaron en un bafio de agua
a 37,5C, y se evaluaron las siguientes
caracteristicas:

e Volumen: se determiné utilizando un tubo
graduado segun la metodologia descrita por
Valdez (13).

e Movilidad progresiva: se evalud colocando
en un portaobjetos una gota de semen
previamente diluido y se cubrid con un
cubreobjetos. Su analisis se realizdé con un
objetivo de 10X de un microscopio triocular
en campo claro (Carl Zeiss, EUA) con
platina térmica (14).

e Concentracion: se calculd utilizando una
camara de Neubauer, previa dilucion de
1:200 en una pipeta de Thomas, con un
objetivo de 40X (15).

e Morfologia: se determin6é mediante un frotis
de espermatozoides con una tincion de
eosina-nigrosina (1:1/V:V) (16).

e Viabilidad y estado acrosomal de los
espermatozoides: se utilizé la doble tincion
de Isotiocianato de fluoresceina con
aglutinina de cacahuate (FITC-PNA; Sigma,

L7381) e loduro de propidio (IP; Sigma
P4170) descrita por Hernandez et al. (17),
que consistio en tomar 100 pL de cada
muestra de semen, adicionandole 5 pL de
FITC-PNA (200 pg/mL) y 5 pL de IP (200
ug/mL), e incubando a 38,5°C durante 5 min.
De esta suspension se tomaron 10 pL y se
afiadieron 10 pL de paraformaldehido al 1,6 %
para realizar el frotis, que se observé bajo
microscopio de epifluorescencia (Eclipse E600,

Nikon, Japdn) a 400 aumentos. La tincion con

FITC-PNA se evalué con un filtro B-2A (Filtro

azul, Exc 450-490 nm), que permite observar

un color verde a nivel acrosomal, mientras que
la tincion con IP se evalud con un filtro G-2A

(filtro verde, Exc 510-560 nm), que permite

observar un color rojo a nivel nuclear. El estado

funcional de los espermatozoides se clasificé de
acuerdo a los siguientes patrones de tincion:

e Espermatozoides vivos con acrosoma
intacto (VCA): células espermaticas con
tincion verdea nivel acrosomal, sin tincion
roja a nivel posacrosomal.

e Espermatozoides vivos sin acrosoma (VSA):
células espermaticas sin tincion verde a nivel
acrosomal y sin tincion roja a nivel
posacrosomal.

e Espermatozoides muertos con acrosoma
(MCA): células espermaticas con tincion
verdea nivel acrosomal y con tincion roja a
nivel posacrosomal.

e Espermatozoides muertos sin acrosoma
(MSA): células espermaticas sin tincion
verde a nivel acrosomal y con tincién roja a
nivel  nuclear. Se  contaron 100
espermatozoides por frotis.

Una vez determinadas las caracteristicas de

cada eyaculado, se llevo a cabo el protocolo de

congelacién o vitrificacion.

Protocolo de congelacion

La congelacion de los espermatozoides se
realizd segun lo descrito por Miclea et al. (18),
utilizando un diluyente comercial (Triladyl,
Minitlibe, Alemania), que se diluy6 a 1:1:3
(V:V) de Triladyl, con yema de huevo y agua
bidestilada, respectivamente. La cantidad de
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diluyente que se adiciono al eyaculado fue para
obtener una concentracion final de 50X10°
espermatozoides/mL. Posteriormente, el semen
diluido se enfrié lentamente durante 2 h hasta
llegar a 5°C y se mantuvo a esta temperatura
durante 2 h mas, para luego envasarlo en
pajillas de 0.5 mL. Las pajillas se expusieron a
vapores de NL2 durante 13 min (6 cm de la
superficie del tanque de N2), para despues
colocarlas en recipientes de plastico y estos
ultimos en bastones, para finalmente
sumergirlas en NLo.

Protocolo de vitrificacion

Para la vitrificacion, el semen se centrifugo
a 1000 g durante 3,5 miny luego se resuspendio
en medio TEST a base de: N-[Tris-
(hidroximetil)-metil]-2-amino—etanosulfénico
acido 210,6 mM, Hidroxi-metilaminometano
95,8 mM, D-glucosal0,1 mM, suplementado
con 6 % de yema de huevo y 0,1 M de sacarosa
(10) para obtener una concentracion de 50x10°
espermatozoides/mL. Esta suspension se
refriger6 por 30 min. Para el proceso de
vitrificacién, se formaron gotas de 60 pL que se
dejaron caer directamente en el NL2 (10). Para
su conservacion se colocaron dos gotas
vitrificadas en un criovial (Nunc®), que se
sumergio en NLa.

Protocolo de descongelacion y calentamiento

La descongelacion se realizd a una
temperatura de 37 “C, durante 45 seg (19). El
calentamiento del semen vitrificado se llevo a
cabo segun lo descrito por Pradiee et al. (10),
con ligeras modificaciones que consistieron en
colocar dos gotas a una temperatura de 60°C
durante 16 seg, para posteriormente colocarlas

durante 5 min en 700 pL de TEST precalentado
a 37°C; luego se procedio a evaluar las
caracteristicas espermaticas de movilidad,
viabilidad y estado acrosomal,

Analisis estadistico

Para determinar si existen diferencias
estadisticamente  significativas entre las
caracteristicas evaluadas en semen fresco,
congelado vy vitrificado, se utilizo la prueba de
Chi cuadrado (x?) del paquete estadistico NCSS
2007. En las evaluaciones de VCA, VSA, MCA
y MSA se utiliz6 la prueba de proporciones
(Excel 2016), con un nivel de confianza p<0,05
para ambas pruebas (20).

RESULTADOS

La Tabla 1 presenta el promedio de las
caracteristicas espermaticas (volumen,
concentracion y morfologia normal), obtenidas
de 40 eyaculados de ovino.

En la Tabla 2 se muestran los promedios de
movilidad progresiva y viabilidad en semen
fresco, los cuales disminuyeron
significativamente (p<0,05) después de la
congelacién vy vitrificacion; se observé una
mayor movilidad (p<0,05) en el semen
descongelado que en el calentado. Por otra
parte, la viabilidad no mostré diferencia
significativa (p>0,05) entre ambas técnicas de
criopreservacion. Los resultados de viabilidad y
estado acrosomal muestran que en semen fresco
los espermatozoides VCA disminuyeron
significativamente (p<0,05) después de la
congelacion y vitrificacion, sin observarse
diferencia (p>0,05) entre ambas técnicas.
Respecto a los espermatozoides clasificados,

TABLA 1. Caracteristicas de semen fresco de 40 eyaculados de ovino. / Characteristics of

fresh semen of 40 ovine ejaculates.

Volumen Concentracion Morfologia normal
mL 10%espermatozoides/mL %
X+DE X+DE X+DE
0,840,1 1519+373 95+3

X=Promedio, DE=Desviacion estandar.
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TABLA 2. Caracteristicas del semen de ovino, antes y después de ser sometido a congelacion
o vitrificacién. /Characteristics of ovine semen before and after freezing or vitrification.

CARACTERISTICA FRESCO CONGELADO VITRIFICADO
(%) X+DE X+DE X+DE
MP 81+42 50+4bA 36+6"B
Viabilidad 70+162 51+7bA 54+9PA
VCA 64+9? 45+110A 47+130A
VSA 6+62 6324 7+42A
MCA 19+52 20+113A 27+113A
MSA 11+72 19+10%A 18+62A

abAB=Vvalores con diferente letra en la misma filaindica diferencia significativa (p< 0,05).
X= Promedio. DE= Desviacion estandar. MP= Movilidad progresiva. VCA= Vivo con
acrosoma. VSA= Vivo sin acrosoma. MCA= Muerto con acrosoma. MSA= Muerto sin

acrosoma.

como VSA, MCA y MSA, no se observaron
diferencias significativas (p>0,05) entre el
semen fresco, congelado y vitrificado.

DISCUSION

El éxito de la criopreservacion depende de la
calidad inicial de las células, de tal forma que
los espermatozoides de baja calidad son menos
criorresistentes (8), de ahi la importancia de
evaluar el eyaculado en fresco. En este estudio,
el promedio de volumen de los eyaculados
obtenidos fue de 0.8 mL, lo cual coincide con
lo reportado por Sorensen (21), que sefiala un
rango de 0.8 a 1.2 mL en eyaculados de ovino.

Las concentraciones de espermatozoides de
ovino varian de 455x10° a 4515x10°
espermatozoides/mL (22); el promedio de la
concentracion de los eyaculados obtenidos en
este estudio (1519x10° espermatozoides/mL)
estd dentro de este rango. El porcentaje de
espermatozoides con morfologia normal fue de
95 %, que se halla entre los valores previamente
reportados para esta especie, del 93 a 98 %
(13,23,24).

Se ha informado que la criopreservacion
tiene un impacto negativo sobre la movilidad de
los espermatozoides (25); esta caracteristica
resulta esencial para que los espermatozoides
migren a través del tracto reproductivo de la
hembra (fecundacion in vivo) o para encontrar
al ovocito en un medio de fertilizacion

(fertilizacion in vitro); también es importante
para que los espermatozoides penetren la matriz
extracelular (zona pelucida) del ovocito (3). En
el presente estudio se observdé un efecto
negativo de la criopreservacion sobre los
espermatozoides de ovino (O. aries), ya que al
tener el semen fresco una movilidad
espermatica inicial de 81 %, posterior a su
descongelacion, disminuye significativamente
(p<0,05): 50 % para espermatozoides
descongelados y 36 % para espermatozoides
calentados; aunque fue mejor la movilidad
(p<0,05) en semen descongelado que en
calentado.

Esta tendencia fue reportada por Jiménez-
Rabadan et al. (2) en ovinos, donde obtuvieron
una mayor movilidad en semen descongelado
(34,6 %) con respecto al calentado (0,7 %);
mientras que Pradiee et al. (10), trabajando con
semen de Mouflon, reportaron 25 % y 3 % de
movilidad, respectivamente. Ambos autores
realizaron la vitrificacion utilizando diluciones
de sucrosa con glicerol que produjo un efecto
negativo sobre la calidad del semen; la
movilidad mejor6 (21,9 %) cuando solo se uso
sucrosa a una concentracion de 100 mM (10).
Sin embargo, este resultado es inferior al del
presente estudio y puede deberse al método de
obtencion de la muestra, pues los autores
utilizaron electroeyaculador (EE) y en este
estudio se utiliz6 VA, lo cual coincide con
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Rivera (26), quien reporto eyaculados de mejor
calidad logrados mediante VA que con EE.

La viabilidad disminuyé significativamente
en el semen fresco (70 %) con respecto al
semen descongelado (51 %) o calentado (55 %),
pero sin existir diferencias significativas entre
ambas técnicas. Estos resultados son similares
a los reportados por Mohamed en 2015 (3),
quien, evaluando semen de humano, no observo
diferencia en la viabilidad entre semen
congelado y vitrificado al utilizar dos técnicas
de  seleccion  espermatica para la
criopreservacion (doble centrifugacion o swim-
up). En la doble centrifugacion, el autor reporta
viabilidades de 18,2 % y 20,4 % en semen
descongelado y calentado, respectivamente;
mientras que con la técnica de swinm-up obtuvo
32,3 % y 35,8 %, respectivamente (3). Estos
resultados son inferiores a los del presente
estudio, posiblemente debido al manejo previo
a la criopreservacion. Se ha mencionado que las
centrifugaciones pueden causar dafio a la célula
espermatica debido a mecanismos mediados
por un aumento en la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO), que pueden
generar dafos tanto en el ADN como en la
membrana plasmatica (27). Otras causas
pueden ser la calidad inicial del semen con que
se trabajo. En este trabajo la viabilidad
espermatica inicial fue de 70 %, mientras que
Mohamed (3) trabajo con viabilidades de 37,3
% y 653 % para la técnica de doble
centrifugacion y swim-up, respectivamente;
ademas de existir una diferencia significativa en
la criosensibilidad entre los gametos de las
diferentes especies (8).

En lo que respecta a la evaluacion del
acrosoma, se sabe que esta estructura, unida al
nucleo del espermatozoide madurado, contiene
enzimas proteoliticas que son liberadas para
disolver la zona pelucida durante la fertilizacion
(28). En el presente estudio los
espermatozoides VCA disminuyeron en el
semen descongelado y calentado (45 %y 47 %,
respectivamente) en comparacion con el semen
fresco (64 %). Sin embargo, estos resultados
son superiores al 20,7 % y 11 % de

espermatozoides VCA en semen de ovino
descongelado y calentado, respectivamente,
reportados por Jiménez et al. (2). Los autores
utilizaron un diluyente comercial (Biladyl) y
una combinacion de sucrosa con glicerol para la
vitrificacion; esta Ultima combinacion se ha
reportado que afecta la membrana espermatica
(10,14). Por otra parte, Isanchenko et al. (29),
trabajando con semen calentado de humano,
observaron 55 % de espermatozoides VCA al
utilizar una pajilla  doble para la
criopreservacion. Se ha informado que este tipo
de envase protege a los espermatozoides de la
criocapacitaciéon, por lo que se conserva un
mayor porcentaje de espermatozoides con
acrosoma intacto (30).

De acuerdo con lo observado en este estudio,
se concluye que la congelacion y la vitrificacion
de espermatozoides dan resultados similares,
con excepcion de la movilidad, la cual fue
mayor en la congelacion que en la vitrificacion.
Sin embargo, la vitrificacién tiene ciertas
ventajas sobre la  congelacion  de
espermatozoides, debido a que requiere de
menor tiempo de trabajo, materiales y equipos,
lo cual disminuye el costo del proceso.
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