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1 RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue realizar una revision de literatura sobre la
criopreservacion de espermatozoides obtenidos del epididimo post-mortem en
diferentes especies. La criopreservacion de espermatozoides es una biotecnologia
reproductiva que busca promover su conservacion por un tiempo indeterminado el
cual puede ser utilizado en cualquier momento y lugar. Diversas especies de
mamiferos silvestres y domésticos estan en peligro de desaparecer, o que ha
propiciado la aplicacion y busqueda de técnicas para recuperar y conservar su
material genético. La criopreservacion de espermatozoides obtenidos del epididimo
post-mortem es una alternativa para la conservacion de material genético y tal vez
la dltima opcién para mantener la conservacion de generaciones futuras. Esta
técnica se ha realizado en caninos, bovinos, ovinos, ciervos, alpacas, en cerdos y
equinos encontrando buenos resultados post-descongelacion, logrando asi que
esta técnica sea recomendable para mantener el germoplasma de las especies
silvestres y domésticas por un largo tiempo. Se concluye que en la actualidad aun
existe poca informacion sobre la criopreservacion de espermatozoides obtenidos
del epididimo post-mortem, sabiendo que este puede ser, tal vez, el ultimo recurso
para mantener las generaciones siguientes de animales.

Palabras clave: criopreservacion, espermatozoides, epididimo, post-mortem,
viabilidad, movilidad, post-descongelacion, especies.

2 ABSTRACT

The aim of the present work was to carry out a literature review on the
cryopreservation of spermatozoa obtained from the post-mortem epididymis in
different species. The cryopreservation of sperm is a reproductive biotechnology that
seeks to promote its conservation for an indeterminate time which can be used at
any time and place. Several species of wild and domestic mammals are in danger
of disappearing, which has led to the application and search for techniques to
recover and preserve their genetic material. The cryopreservation of spermatozoa
obtained from the post-mortem epididymis is an alternative for the conservation of
genetic material and perhaps the last option to maintain the conservation of future
generations. This technique has been performed in canines, cattle, sheep, deer,
alpacas, pigs and horses, with good post-thawing results, making this technique
advisable to maintain the germplasm of wild and domestic species for a long time. It
is concluded that at present there is still little information about the cryopreservation
of spermatozoa obtained from the post-mortem epididymis, knowing that this may
be, perhaps, the last resort to maintain the following generations of animals.

Keywords: cryopreservation, spermatozoa, epididymis, post-mortem, viability,
mobility, post-thawing, species
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3 INTRODUCCION

La obtencion de espermatozoides del epididimo potencialmente fecundantes se
realiza principalmente por dos eventos importantes, la maduracion y el
almacenamiento espermatico ya que la maduracion o desarrollo progresivo de la
capacidad fecundante de los espermatozoides ocurre en la cabeza y el cuerpo del
epididimo y el almacenamiento ocurre en la cabeza del epididimo (Hafez, 2002).
Por ello se sabe que al criopreservar espermatozoides del epididimo se logran
fecundaciones favorables ya que los espermatozoides tienen una viabilidad

favorable para lograr su objetivo.

La criopreservacion del semen es una importante biotecnologia reproductiva, ya que
busca promover la conservaciéon del germoplasma masculino por un tiempo
indeterminado, el cual puede ser utilizado en cualquier momento y en el lugar donde
se requiera. Esta biotecnologia, cuando se asocia con la inseminacion artificial (1A)
es un mecanismo eficiente para la promocion y difusién de material genético de
excelente calidad. La criopreservacién de semen proporciona al productor, una
reduccion a los costos de alimentacion y transporte de los reproductores, asi como
prevenir el riesgo de transmision de enfermedades por via sexual y para conservar

los genes de los progenitores de alto valor genético (Castelo et al., 2008).

Los espermatozoides fueron las primeras células en ser criopreservadas. Las
especies en que se iniciaron estos estudios fueron: ranas, gallos, bovinos y
humanos. El éxito del procedimiento en las tres ultimas especies, fue por el
descubrimiento del glicerol en 1949 (Holt, 2000). Este procedimiento se desarroll
casi empiricamente hace mas de 60 afos y hoy en dia se continua empleando
(Leibo y Bradley, 1999; Holt, 2000).

Los espermatozoides de varias especies presentan diferente sensibilidad al
enfriamiento. En la fase inicial de la congelacién, los espermatozoides presentan
una disminucion en la permeabilidad de la membrana (Devireddy et al., 1999;

Devireddy et al., 2004 ), disminuyendo la viabilidad de los espermatozoides, causado
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por el tratamiento isoténico y pérdida de componentes intracelulares, estos danos
son ocasionados por la deshidratacion, rehidratacion de las células (Holt y North
1984, De Leeuw et al., 1990, Drobnis et al., 1993) y la transicion de la fase de los
lipidos (Buhr et al., 1994).

En la actualidad diversas especies de mamiferos silvestres y domésticos, estan en
peligro de desaparecer, lo que ha propiciado la aplicacion y busqueda de técnicas
para recuperar y conservar su material genético (FAO, 2010). Una de estas técnicas

es la criopreservacion de espermatozoides obtenidos del epididimo post-mortem.

El conocimiento de técnicas de recuperacion y conservacion de espermatozoides
provenientes del epididimo de animales post-mortem, esta bien documentado, por
ejemplo, Songsasen et al. (1998) realizaron fertilizacion in vitro con
espermatozoides provenientes de la cola del epididimo de ratones 24h post-
mortem. An et al. (1999) realizaron fertilizacién in vitro con éxito, utilizando
espermatozoides vivos de ratén recuperados de testiculos refrigerados durante 7
dias post-mortem. Yu y Leibo (2002) demostraron que los porcentajes de movilidad,
integridad de la membrana y la integridad del acrosoma de los espermatozoides
obtenidos post-mortem, no fueron afectados después de 8 dias en refrigeracion a
4°C. Martinez et al. (2005) observaron que la movilidad de los espermatozoides es
menor cuando son recuperados mediante flujo retrogrado de la cola del epididimo y
esta movilidad aumenta poco tiempo después de ser incubados a 37° C antes de
ser sometidos al proceso de congelacion (84.5% = 1.5%) y disminuye al ser
descongelados (67% + 1.8), mientras que el dafio acrosomal aumenta
significativamente de 3.2% + 0.7% a 8.1% + 1.2%. Segun estudios realizados por
kaabi et al. (2003), la movilidad de los espermatozoides recuperados de la cola del
epididimo, es el parametro mas afectado al ser conservados a 5°C. El objetivo de
esta revision de literatura fue sobre la criopreservacion de espermatozoides

obtenidos del epididimo post-mortem en diferentes especies.
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4 OBJETIVO
Realizar una revision de literatura sobre la criopreservacion de espermatozoides

obtenidos del epididimo post-mortem en diferentes especies.

5 ANTECEDENTES

5.1 CRIOPRESERVACION DE ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMALES POST-MORTEM
EN CANINOS

En 1776 Lazzaro Spalanzani ya habia observado que el frio disminuia el
metabolismo de los espermatozoides y permitia su conservacién. Esta observacion
llevo a la conservacion de semen por periodos cortos de tiempo de (2 a 4 dias) con

capacidad fecundante (Pena, 1997).

En los paises con un mayor desarrollo, la inseminacion artificial (IA) con semen
congelado de caninos se aplica cada vez mas debido a las posibilidades que esta
técnica brinda. El primer nacimiento de una camada obtenida gracias a la técnica

de IA con semen congelado fue en 1969 (Smith, 1986).

La IA despert6 el interés de especialistas en reproduccion y criadores. Gracias a
esto se crearon bancos de semen en universidades y entidades privadas en
diferentes lugares del mundo, con el objetivo de preservar diversas razas (Fastard,
1989). En los caninos la obtencion y conservacion post-mortem de espermatozoides
viables de la cola del epididimo, se ha considerado como una técnica de gran
importancia para la preservacion de animales con alto valor genético (Armas et al.,
2011).

Actualmente la recuperacion de espermatozoides potencialmente fértiles
almacenados en la cola del epididimo no es una técnica sencilla, lo que ha llevado
a implementar diversas metodologias que permitan recuperar espermatozoides

viables para ser preservados (Yu y Leibo, 2002).
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Existen diversos factores que determinan la viabilidad de los espermatozoides
como, por ejemplo: el tiempo trascurrido desde la muerte del animal hasta la
congelacion de los espermatozoides, asi como el manejo y la temperatura del
epididimo durante este tiempo. Estos factores son condicionantes para la

supervivencia y capacidad fecundante de los espermatozoides (Armas et al., 2011).

Gonzalez et al. (2013), evaluaron la calidad de los espermatozoides obtenidos de la
cola del epididimo de caninos antes y después de ser criopreservados a -196 °C en
nitrégeno liquido, 3, 24, 48 y 72 horas post-mortem. Los resultados mostraron que
el promedio de espermatozoides con movilidad progresiva disminuyo
significativamente (p<0.05) después de las 48 horas donde se obtuvo un 70.45%-
25.85%, post-mortem y post-descongelado, respectivamente. El promedio de
espermatozoides vivos al descongelar fue de 73% a las 3 horas post-mortem y de
62% a las 24 horas.

Armas et al. (2011), realizaron un trabajo similar a las 0, 24, 48 y 72 horas después
de realizar una orquiectomia en perros, encontrando los mejores resultados de
movilidad total (79.5 %) y de integridad funcional de la membrana (76.43%) a las O
horas de Ila obtencibn de los espermatozoides, antes del proceso de
criopreservacion. Sin embargo, los resultados post-descongelacion fueron del 17%
y 50.46% para la movilidad total y la integridad funcional de la membrana,
respectivamente. Armas et al. (2011) también mencionan que es posible obtener
espermatozoides del epididimo viables para ser sometidos al proceso de

criopreservacion, hasta las 48 horas de la orquiectomia.

Estos resultados indican que hay una variacion respecto al tiempo de recuperacion
de los espermatozoides del epididimo, ya sea post-mortem o después de una
orquiectomia de canino. Sin embargo, Santos et al. (2013) y Armas et al. (2011)
coinciden en que se obtienen espermatozoides viables y funcionales, para

someterlos al proceso de criopreservacion, antes de las 48 horas.
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5.2 CRIOPRESERVACION DE ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMALES POST-MORTEM
EN RUMIANTES

5.2.1 BOVINOS

El bovino fue la especie donde se obtuvieron los mejores resultados de la
criopreservacion, la resistencia que tienen los espermatozoides al frio, permitid
obtener partos en vacas por IA con semen congelado. Esta técnica fue difundida
rapidamente por la mejora en la descendencia en la produccion de leche y carne
(Sanchez, 2007).

Segun se ha reportado, los espermatozoides que se encuentran en el epididimo de
toros que acaban de morir aun conservan su capacidad fertilizante (Chung, 1997;
Reyes Moreno et al., 2002). Por lo que es importante establecer un método que
permita obtener espermatozoides de toros de alto valor que hayan muerto
repentinamente para conservar su material genético. En la actualidad ya se ha
reportado en la literatura cientifica dos nacimientos de bovinos originados de
espermatozoides post-descongelacion colectados de la cola del epididimo de

bovinos hasta las 72 horas post-mortem (Melo et al., (2011).

Olivo et al. (2017), tuvieron como objetivo evaluar espermatozoides obtenidos de la
cola del epididimo (CE) y del conducto deferente (CD) de bovinos post-mortem,
evaluando movilidad progresiva (MP), viabilidad(V), y morfologia anormal(MA),
utilizando la técnica de flujo retrogrado junto con un diluyente comercial Triladyl®.
Obteniendo en los espermatozoides frescos de la CE y del CD con relacién a la MP
un71.7 £ 2.6 y 75.0 + 4.5 respectivamente. Respecto a la V obtuvieron 68.7 + 4.8 y
79.2 £ 5.6 para los obtenidos de CE y CD respectivamente. La MA que encontraron
fue de 57.17 £ 5.9 para CE y para CD 42.33 £ 6.02 para los espermatozoides de la
CE y CD post-descongelacion la MP que obtuvieron fue de 41.0 £ 7.84 y 55.7 + 8.71

respectivamente.
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Ribeiro et al. (2014), compararon dos métodos de criopreservacion convencional y
automatizado, utilizando espermatozoides de la cola del epididimo de toros post-
mortem. Donde encontraron una movilidad y una viabilidad de 74 % y 69%
respectivamente en los espermatozoides frescos; en el semen post-descongelado
encontraron un 29% y un 25 % de movilidad y un 35 % y un 52% de viabilidad con

el método convencional y el método automatizado, respectivamente.

Novoa et al. (2013), criopreservaron espermatozoides de bovinos obtenidos de la
cola del epididimo, utilizando un diluyente comercial a base de tris-yema de huevo.
Obteniendo un 40% de movilidad total y 35% de movilidad progresiva post-
descongelacion. También determinaron el porcentaje de espermatozoides con

anormalidades, el cual fue del 34% previo a la congelacion.

Saavedra et al. (2012), determinaron los parametros testiculares (peso y
circunferencia escrotal) en toros de lidia, asi como también la calidad seminal de los
espermatozoides obtenidos del epididimo, recuperados 12 horas post-mortem
refrigerados a 5°C. Los resultados que obtuvieron fueron los siguientes: el peso de
los testiculos oscilé entre los 293-323 gr. y la circunferencia escrotal fue de 33.5-
36.5 cm. Para los parametros de calidad seminal fueron: 50-53% de movilidad
individual, 73-77% de viabilidad, 23-31% de anormalidades espermaticas en los
testiculos recuperados, donde no encontraron diferencias significativas entre los
testiculos, sin embargo, Saavedra et al. (2012) sugieren que los testiculos con
mayor peso presentaban una mejor calidad seminal. También estos resultados
indican que es viable la criopreservacion de espermatozoides obtenidos del

epididimo para la preservacion de recursos genéticos.

Albers et al. (2006), evaluaron la movilidad individual de espermatozoides obtenidos
de la cola del epididimo post-mortem de toros cebu. Los testiculos fueron
transportados a dos temperaturas: 35°C y 25°C. Se realizaron dos lecturas de la
movilidad individual, una inmediatamente después de recuperados los

espermatozoides (post-lavado) y otra posterior a la incubacion de 40 minutos a 37°C
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(post-incubacién). Los resultados obtenidos fueron de 17% (post-lavado) y 34%
(post-incubacion) de movilidad individual transportados a 35°C y para los testiculos
transportados a 25°C la movilidad individual fue de 8% (post-lavado) y 26% (post-
incubacion). Segun los valores obtenidos por Albers et al. (2006) recomiendan
transportar los testiculos a una temperatura de 35°C y determinar la movilidad
individual de los espermatozoides 40 minutos a una hora post-incubacion, ya que
después de ese tiempo hay una mejor medida de movilidad espermatica
epididimaria debido a una disminucién del efecto supresorio que ejercen los fluidos
epididimarios sobre esos espermatozoides y la reoxigenacion y dilucion durante el

proceso de recoleccion espermatica.

5.2.2 OVINOS

Los espermatozoides de ovino, vasado en el ciclo espermatogénico dura
aproximadamente 40 dias, cada ciclo se basa en las divisiones de la
espermatogonia madre, entre intervalos de 10,5 dias. Esto asegura la supervivencia
continua de los espermatozoides. Siendo que la ultima etapa de maduracioén se lleva
a cabo en el epididimo entre los 10 hasta los 14 dias. La maduracion de los
espermatozoides involucra la capacidad de una movilidad progresiva, la
modificacion de patrones metabdlicos, la formaciéon de la cromatina nuclear,
membrana plasmatica, la perdida de inclusion citoplasmatica y el reordenamiento
estructural del acrosoma todo esto para mantener su supervivencia y pueda ser
fecundante (Coy, 1995).

Un espermatozoide viable y maduro, debe ser una célula alargada, recubierta por
la membrana plasmatica conformada por una cabeza aplanada conteniendo el
nucleo y el extremo anterior del nucleo cubierto por el acrosoma (Garner y Hafez,
2000).

El espermatozoide de ovino tiene en comparacion con otras especies muy altos
niveles de fosfolipidos, acidos grasos polinsaturados y niveles muy bajos de

colesterol (Davis, 1981) y (Jones y Mann, 1977).
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Al llevar acabo la criopreservacion de espermatozoides de ovinos el principal
impedimento para realizarlo es el dafio celular o la muerte completa. (Quinn y col.,
1969). Y esto con lleva a una menor posibilidad fecundante que la obtenida con

semen fresco (Watson, 2000).

Gomes (2017), su objetivo fue evaluar espermatozoides obtenidos del epididimo
post-mortem en ovinos, a una temperatura ambiente de 18 a 25°C estos
refrigerados a 5 °C, posteriormente criopreservados, evaluando el tiempo maximo
en el cual es posible recuperar espermatozoides en movimiento, de 0 horas hasta
las 48 horas post-mortem. Asiendo el analisis se observé que de 0 horas hasta
llegadas las 24 horas post-mortem los espermatozoides tienen una mejor movilidad
del 70% siendo que a las 48 horas post-mortem los espermatozoides tienen una
movilidad del 39%. Observando los resultados menciona que se pueden conservar
espermatozoides con una buena viabilidad hasta las 24 horas post-mortem y

pueden ser fecundantes.

Shokrollahi (2014), realizo una comparacion con el gradiente continuo Histoprep® y
el swip-up para aislar los espermatozoides del epididimo de ovinos post-mortem.
Estos fueron almacenados a 4 y 6°C durante 24 horas, al realizar las pruebas
encontraron una mejor proporciéon de espermatozoides aislados con el gradiente
Histoprep® 0.1% mayor al swip-up con 0.06%. Mostrando su calidad para el
aislamiento de espermatozoides del epididimo en el caso de Histoprep®, con
relacion al swip-up fue mayor en términos de calidad espermatica y para la

fertilizacion.

Gomes et al. (2017), tuvieron como objetivo identificar subpoblaciones de
espermatozoides recuperados del epididimo de ovino hasta las 48 horas post-
mortem, al igual que en el semen recogido con vagina artificial, adicionando 20%
de plasma seminal al extensor congelante para una mejor criopreservacion,
identificando tres subpoblaciones recuperadas post-mortem y por vagina artificial,

la subpoblacién 1 fue la que mejor resultados obtuvo a las 24 horas post-mortem
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con 74%, la subpoblacién 2 y subpoblacion 3 respectivamente 9.8% y 15%. Con la
adicion del 20% de plasma seminal solo se obtuvo un buen resultado a las 24 horas
con un 81% pero de igual forma fue disminuyendo paulatinamente en las demas
subpoblaciones. No tomando en cuenta los espermatozoides a las 48 horas por no

tener las subpoblaciones deseadas.

Vasquez et al. (2012), recolectaron espermatozoides del epididimo de ovinos pre-
congelacion observando la movilidad progresiva, viabilidad y la membrana
plasmatica, utilizando un diluyente TES-TRIS-yema de huevo que contenia cinco
crioprotectores, en tres diferentes concentraciones 2.5%, 5% y 10%, enfriados a
una temperatura de 4 °C durante 1 a 3 horas y observaron que no hubo diferencia
significativa entre todos los crioprotectores con respecto a la viabilidad, excepto con
el glicerol al 2.5% a 1 hora con un 40% de movilidad progresiva, siendo el mejor

para criopreservar espermatozoides.

5.2.3 CIERVOS

El desarrollo de técnicas de reproduccion asistida aplicadas en ciervos en los
ultimos 35 afos ha llegado a expandirse rapidamente gracias a diferentes criadores
al rededor del mundo (Asher et al., 2000).

Entre las principales técnicas de reproduccioén asistida podemos encontrar en primer
lugar a la IA, en segundo lugar, la transferencia de embriones multiple (MOET), y
por ultimo la produccion in vitro de embriones (IVP). Ya que estas juegan el papel
mas importante en la conservacion genética, mejorandola generacion tras

generacién (Fernandez et al., 2006).

Los espermatozoides al ser obtenidos del epididimo, no entran en contacto con el
plasma seminal asiéndolas susceptibles a los procesos bacterioldgicos, por ello el
empleo de antioxidantes, es una de las formas mas utiles para la criopreservacion
del material genético aumentando la viabilidad por un largo tiempo (Chatterjee et
al., 2001).

10
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Villaverde (2012), estudié los efectos de congelacién sobre la calidad de los
espermatozoides obtenidos de la cola del epididimo del ciervo Ibérico (Cervus
elaphus hispanicus), descongelados post-mortem, refrigerados a 5°C. Comparando
la calidad de almacenamiento en pajillas y en tubos de 15 ml post-descongelado
dando como resultado una mejor movilidad del 74% en pajillas y un 69 % de

movilidad en tubos no encontrando diferencia significativa en los dos estudios.

Garde et al. (1998), observaron muestras de espermatozoides obtenidos de la cola
del epididimo de ciervos post-mortem, clasificandolas en alta calidad inicial (ACI) y
en baja calidad inicial (BCl), los criterios minimos establecidos para clasificar una
muestra como ACI fueron, movilidad individual (MI)>50 % y acrosomas intactos (Al)
>75 %. Obteniendo un 76% de movilidad individual en la prueba de ACI y en BCI
observaron un 45% de movilidad individual. Observando espermatozoides con una
mejor ACI. Utilizaron tres tipos de diluyentes, citrato-fructuosa, tris-lactosa y
Triladyl®, en los espermatozoides de ciervo post-mortem observaron las
caracteristicas post-descongelacion, en la muestra ACI con respecto al Ml se
encontré al Triladyl® con el valor mas alto con un 49% comparado con la Ml en
muestras de BCI con un 38%. En el mismo trabajo compararon el efecto del
Triladyl® como mejor diluyente en 17 hembras, inseminadas in vivo con los

espermatozoides obtenidos de la BCI, determinando solo la fecundidad de 4 ciervos.

Iniesta (2012), trabaj6o con un diluyente de congelacion Tris-citrato-fructuosa
utilizando tres antioxidantes (crocina, melatonina y trolox), sobre la calidad seminal
obtenidos del epididimo de ciervos ibérico (Cervus elaphus hispaicus) post-
descongelacion, teniendo en cuenta que los espermatozoides se encontraban
previstos de plasma seminal pudiendo sufrir un dafio oxidativo, al descongelarlos
por citometria de flujo se pudo obtener un mejor resultado con el antioxidante
crocina representando un 50% de viabilidad de espermatozoides al descongelarlo,
ya que fue la unica capaz de disminuir el porcentaje de apoptosis junto con la

muestra control.
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5.2.4 ALPACAS

Las técnicas de criopreservacion de semen de alpaca son muy limitadas debido a
su escaso desarrollo de diferentes pruebas a los espermatozoides, (Bravo et al.,
2000).

El semen de alpaca tiene la caracteristica de ser pobre en calidad y suele ser
altamente viscoso, esto hace dificil su manejo, dilucion y evaluacion. Trabajos sobre
la criopreservacion reportan que contiene entre 6 y 20 % de movilidad después de
la descongelacion, (Vahughan et al., 2003) y raramente supera el 40%. (Santiani et
al., 2005). Reportaron 45% pero sin dar detalles que permitan la réplica de su
método (Bravo et al., 1996).

En afos recientes varios investigadores han trabajado en la criopreservacion de
espermatozoides obtenidos del epididimo de alpaca y han obtenido mejores
resultados, reportando mejores propiedades con relacion a la membrana
plasmatica, refiriéndose con exactitud a la diferencia de la obtencién de las muestras

(eyaculado o epididimo) (Morton et al., 2010).

Canorio et al. (2015), evaluaron dos crioprotectores alternativos para la
conservacion lenta de espermatozoides obtenidos del epididimo de alpaca (Vicugna
pacos), los cuales fueron, dimetilsulfoxido (DMSQO) y dimetilacetamida (DMA). El
crioprotector con cual obtuvieron mayores resultados fue con el DMA con 60% de

viabilidad de los espermatozoides post-descongelacion.

Choez (2016), obtuvo la concentracion espermatica utilizando tres crioprotectores
para conservar espermatozoides obtenidos del epididimo de alpaca siendo: glicerol,
etilenglicol y dimetilsulfoxido (DMSO). EI DMSO vy el glicerol obtuvieron los mejores
resultados con un 38% y un 33% de movilidad respectivamente post-

descongelacién no encontrando diferencias significativas (p<0.05).
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Cayllahua y Quispe (2003), determinaron la movilidad de espermatozoides
obtenidos de alpaca (Viguta pacos), utilizando muestras mayores a 75% de
movilidad, evaluando tres protocolos de criopreservacion, andromed (tratamiento
1), glicerol (tratamiento 2) con 99.5% de pureza y etilenglicol con 99% de pureza
(tratamiento 3). Observando los resultados a la post-descongelacién concluyeron
que ninguno de los crioprotectores cumplia con los valores suficientes de viabilidad,
obteniendo en las muestras el 30% (tratamiento 1), (tratamiento 2) 2% y en el
(tratamiento 3) no se encontraron espermatozoides vivos. Para estos resultados

fueron valorados en rangos de buena calidad del 80.95% de espermatozoides vivos.

5.3 CRIOPRESERVACION DE ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMALES POST-MORTEM
EN CERDOS

La cripreservacion de espermatozoides se inici6 de forma experimental con un
enfoque hacia la 1A en el afio 1949. Polge et al. (1949) descubrieron el glicerol como
crioprotector de los espermatozoides, esto en un medio de congelacion. Los
espermatozoides de los cerdos son muy sensibles al frio, en temperatura menores
de 15°C, se observan dafios en la membrana plasmatica y acrosomica que
determinan alteraciones en la célula; ademas con temperaturas bajas de
congelacion se deteriora el citoesqueleto, el ADN, incrementa la oxidacion celular y
se producen perdidas de enzimas; cualquiera de estas alteraciones provoca danos
irreversibles en la viabilidad y funcionalidad de la célula espermatica. En las
primeras congelaciones realizadas en los anos 50 y 60, la calidad seminal post-

descongelacion era muy mala, y no se consiguieron partos en cerdas inseminadas.

En Murcia, Espafia, en el afio 1972 Vicente Sarmiento de la Estacion Pecuaria
present6 al Congreso Mundial de IA y Reproducciéon Animal el primer trabajo con
resultados favorables de fertilidad utilizando semen de cerdo congelado en pajillas.
En 1975 se publicaron dos métodos de congelacion de semen de cerdo que sirven
de base de las utilizadas hasta el dia de hoy: en EEUU Pursel y Johnson (1975)
congelaron en pildoras y en Alemania Westendorf et al. (1975) en pajillas de 5 ml.

Aunque con esto mejoré notablemente la calidad del semen post-descongelacion,
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en la fertilidad y tamafo de la camada los resultados no fueron los deseados, esto

se alejaba de los resultados obtenidos con la mona natural. (Sanchez, 2007).

Rath et al. (1996), compararon la fertilidad de espermatozoides de cerdo del
epididimo y semen eyaculado, en ovocitos de cerdas con fertilizacion in vitro.
Obtuvieron resultados favorables con los espermatozoides obtenidos del epididimo
logrando la fertilizacion del 72.2 % y 6 % a las 2 horas congelado-descongelado,
siendo este similar al semen eyaculado mejorando la capacidad fertilizante de los
espermatozoides del epididimo descongelados a las 8 horas. Las tasas de
formacion y evolucion del pronucleo, con significativamente mas embriones
desarrollando de 2 y 4 células en comparacién con los grupos fertilizados con semen

eyaculado descongelado (59.7 % respecto a 14.6% y 16%).

Kikuchi et al. (1997), evaluaron la movilidad y criopreservacién de espermatozoides
de cerdo, enfriados a 4 °C obtenidos del epididimo. Prosiguiendo a su observacién
después de la post-descongelacion, calificando la capacidad de fecundacion de los
espermatozoides in vitro, logrando buenos resultados con espermatozoides
almacenados y descongelados al primer y segundo dia, observando una buena
penetracion monodérmica del 64% y 90% respectivamente y una formacion pro

nuclear masculina de 67% a 71%.

5.4 CRIOPRESERVACION DE ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMALES POST-MORTEM
EN EQUINOS

Las caracteristicas de produccion y los usos deportivos en la especie equina pueden
provocar la muerte subita de un animal. En los caballos se produce con mayor
frecuencia que en el resto de las especies domésticas debido a la presentacion de
cuadros traumaticos como principal causa de morbilidad y mortalidad (Owen et al.,
2012). De igual manera, los cdlicos pueden llevar a la muerte o al sacrificio de
animales de alto valor genético. Son sometidos a castracion lo que lleva a la pérdida
de su capacidad reproductiva (Aurich, 2006). En estas circunstancias la unica

opcidon de recuperar espermatozoides viables, es a partir de los epididimos de los
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animales fallecidos y probablemente la unica oportunidad de la que se dispone para

salvar su material genético (Cary et al., 2004; Bruemmer, 2006).

En el epididimo y el conducto deferente contienen el 62% y el 7% de reservas de
espermaticas, respectivamente (Amann et al., 1978). Las condiciones que se
encuentran en la cola del epididimo mantienen a los espermatozoides maduros en
un estado de reposo (Mann, 1981). De un par de epididimos se puede recolectar un
total de 15 a 25 millones de espermatozoides (Bruemmer, 2006; Monteiro et al.,
2011; Guimarees et al., 2012).

El primer potro nacido por IA con semen congelado fue hace mas de 50 afios, como
resultado de la inseminacion con espermatozoides epididimarios, se obtuvo una
taza de prefiez del 17 % (Barker y Gandier, 1957). Estos datos demostraron la
capacidad fecundante de los espermatozoides obtenidos del epididimo, ademas de
que no hubo mas informacion sobre gestaciones y nacimientos en yeguas
inseminadas con semen procedente del epididimo (Morris, 2002; Monteiro et al.,
2011). Se han realizado trabajos de IA en yeguas con espermatozoides congelados
obtenidos del epididimo, logrando gestaciones mediante el deposito del semen en

el cuerpo del utero y cuernos uterinos mediante histerescopia (Morris, 2002).

Gonzales et al. (2015), utilizé testiculos de potros criollos, con la finalidad de evaluar
el efecto del diluyente a base de lactosa-EDTA-plasma seminal, sobre la viabilidad
de los espermatozoides epididimarios pre-congelacion y post-descongelacion.
Obtuvieron una viabilidad de 48% y 40% en el semen fresco y descongelado,

respectivamente.

Vieira (2013), evalu6 espermatozoides obtenidos del epididimo de caballo
refrigerados a 4°C durante varios dias (hasta 96 horas) antes y después de la
criopreservacion. Encontrando que la viabilidad espermatica no mostré descenso
hasta haber transcurrido 72 horas de conservacion, siendo superior al 80% en

cambio a las 96 horas descendid a 77%. También analizé la viabilidad de los
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espermatozoides a los 30 minutos de haber sido diluidos en el medio de congelacion
a 4°C, observo que la viabilidad mantuvo valores similares durante las primeras 48
horas (76%) y hubo una reduccion posteriormente a las 72 y 76 horas. Finalmente
determind la capacidad fecundante de los espermatozoides descongelados
mediante la activacién de ovocitos y la formacion de pronucleos masculinos y

femeninos.

Hernandez et al. (2012), evaluaron los efectos de congelacion sobre la viabilidad de
espermatozoides obtenidos de la cola del epididimo de equinos a 4 °C,
seleccionando solo las muestras que presentaban del 30% de movilidad progresiva,
obtuvieron una viabilidad del 72% post-congelacion y 8 dias después de la

congelacion, obtuvieron un 60 % de viabilidad.
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A continuacién, se muestran los resultados obtenidos en diferentes especies

silvestres y domesticas (tabla 1).

Tabla 1. Resultados de la criopreservacion de espermatozoides obtenidos del

epididimo post-mortem en especies silvestres y domésticas.

Autor y afo Especie % de viabilidad % de movilidad
progresiva
Kikuchi et al. Cerdos 90% post-
(2997) descongelacion
Villaverde (2012) Ciervos 74% post-
descongelado
Saavedra et al. Bovino 77% post-
(2012) descongelado
Gonzéles et al. Caninos 73 % post-
(2013) descongelacion
Vieira (2013) Equinos 80% post-
descongelacion
Canorio et al. Alpaca 60% post-
(2015) descongelacion
Gomes et al. Ovino 81% post-
(2017) descongelacion

Se muestran los parametros de viabilidad y movilidad progresiva de

espermatozoides post-descongelacion, en diferentes especies.
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6 CONCLUSION

La criopreservacion de los espermatozoides es una biotecnologia reproductiva que
busca promover la conservacion del germoplasma por mucho tiempo. Hasta la fecha
aun hacen falta investigaciones sobre el tema de la criopreservacion de
espermatozoides obtenidos del epididimo y conducto deferente. Ademas, esta
técnica puede ser, tal vez, el ultimo recurso para mantener a las generaciones

siguientes de animales vulnerables, asi como de alto valor genético.
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