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RESUMEN

Con el propdsito de formular un protocolo para la congelacion espermatica del
camarén marino Litopenaeus vannamei, especie de gran importancia econdmica en
la acuicultura del pais, se disefiaron varios ensayos que permitieran entender de una
mejor forma los aspectos que puedan afectar la viabilidad espermatica debido a la
disminucion de la temperatura hasta niveles criogénicos.

En primer lugar, se midié la osmolaridad del agua de mar estéril (35 ppm) y del agua
de mar artificial libre de calcio formulada por Leung-Trujillo y Lawrence (1987). Se
encontraron valores bastante altos, 1048 y 739 mOsmol/kg respectivamente.

Posteriormente, se disefid un protocolo para evaluar por un periodo de dos horas la
toxicidad de cuatro agentes crioprotectores internos como lo son, el dimetil sulfoxido
(Me»S0"), metanol, glicerol y etilen glicol; disueltos en tres concentraciones 5, 10 y
30% (v/v) en agua de mar estéril (35 ppm). En segundo lugar, se evaluo la toxicidad
del agua de mar artificial libre de calcio y se le adicionaron en dos oportunidades
sustancias que aumentaran en gran medida la osmolaridad como lo son la yema de
huevo y el suero fetal bovino. El agua de mar estéril (35 ppm) se empledé como medio
control, pues en ella los espermas suspendidos pueden permanecer por largos
periodos de tiempo sin perder su viabilidad. Los tratamientos que produjeron menor
influencia en la viabilidad celular fueron: metanol, glicerol y Me,SO a una
concentracion de 10% vy el etilen glicol al 5% (>60% de células viables
morfolégicamente); el agua de mar artificial libre de calcio fue toxica (todas las
células evertidas) desde el momento inicial; pero al adicionarle 20% de yema de
huevo o 50% de suero fetal bovino se disminuia su toxicidad (>75% de células
viables morfolégicamente al finalizar las dos horas de evaluacion). Por tal razon, se
asume que medios que presenten osmolaridades menores a 1000 mOsmol/kg son
osmoticamente toxicas para este tipo de células y por otro lado se observé que los
agentes crioprotectores a concentraciones mayores o cercanas a 30% son toxicos
quimicamente para éstas células.

Basandose en los resultados anteriores se disefiaron dos protocolos de congelacion,
el primero consistia en evaluar una curva de congelacion rapida (>5°C/min.) y el
segundo evaluaba una curva lenta de congelacion (-0.5°C/min.). En ambos
protocolos se evaluaban los cuatro agentes crioprotectores internos (metanol,
Me,SO, glicerol y etilen glicol) a una concentracion de 10% (v/v) disueltos en agua de
mar estérii con 0.2M de glucosa y tres tipos de material espermatico, el

' Dimetil sulféxido (Me,SO) abreviatura sugerida por “Society for Cryobiology”, 2001.
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espermatoforo completo, la masa espermatica y una suspension espermatica. En el
protocolo de congelacién rapida, no se encontraron células morfolégicamente viables
post-descongelacion. En el protocolo de congelacién lenta la mayor cantidad de
células viables morfolégicamente post-descongelacion (61.6%) se obtuvo al emplear
metanol 10% y masa espermatica. Este resultado es basado en las caracteristicas
intrinsecas de éstas células espermaticas, dado que son células que estan
aclimatadas a altas concentraciones salinas y por lo tanto altas osmolaridades y
ademas, se encuentran suspendidas en una matriz gelatinosa, hacen que la
regulacion de los factores tanto osmdéticos como quimicos que tienen lugar al
disminuir la temperatura a niveles criogénicos sea mas conveniente al emplear
curvas de congelacién lentas.

A continuacion, se deseaba evaluar la viabilidad espermatica mediante la integridad
de membrana celular de las muestras congeladas lentamente, para lo cual, se realiz6
el protocolo de tincién de ADN con yoduro de propidio con muestras descongeladas
y se analiz6 cada célula empleando un citometro de flujo. Dado que el lugar mas
afectado por el proceso de congelacion-descongelacion es la membrana celular, por
tal razon, los porcentajes de viabilidad fueron inferiores a los obtenidos mediante
observacion morfoldgica; el crioprotector interno que presento el mayor porcentaje de
células con integridad de membrana (13.03%) fue el etilen glicol al 10%.

Por ultimo, se plante6 la posibilidad de implementar la evaluacién de la viabilidad
espermatica basados en la activacion de la reaccion acrosémica inducida por la
lon6fora A23187; para lo cual se emplearon suspensiones espermaticas sin congelar
a las que se le adicionaron diferentes concentraciones (8, 24, 40 y 56 microlitros/ml)
de londfora A23187 incubandose por 5 minutos, tal como lo descrito por Clark y
colaboradores (1981). En ninguna de las concentraciones se encontraron células que
presentaban indicios de la reaccion acrosémica en decapodos descrita por Clark y
colaboradores (1981). Combinando éste resultado y dado que el agua de mar, medio
natural de ésta especie, contiene calcio, y que el esperma de ésta especie no se ve
activado por estas cantidades como si sucede en otras especies, se estima que la
cantidad de lonéfora A23187 necesaria para activar la reaccion acrosémica en ésta
especie es bastante alta, mucho mas que las empleadas en el presente ensayo.
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ABSTRACT

In order to propose a protocol for the spermatic cryopreservation of the marine shrimp
Litopenaeus vannamei, a very important species for the aquaculture of this country, a
variety of essays were designed to achieve a better knowledge of the factors that
could affect the spermatic viability after going through cryogenic temperatures.

In first place, it was measured the osmolality of sterile seawater (35 ppm) and artificial
seawater calcium free (Leung-Trujillo and Lawrence, 1987). Both values were very
high, 1048 and 739 mOsmol/kg respectively.

The next essay, was design to evaluate in a period of two hours the toxicity of four
penetrative cryoprotectants agents as: dimethyl sulfoxide (Me2SO), glycerol, methanol
and ethylene glycol; at 5, 10 and 30% (v/v) dissolved in sterile seawater. In second
place, it was evaluated the toxicity of the artificial seawater calcium free with in first
place egg yolk and in second place fetal calf serum. The sterile seawater was used
as control because the spermatic cells can tolerate long periods of time without
loosing their viability. The methanol, glycerol and Me,SO at 10% and ethylene glycol
at 5% had the higher viability of the cells (>60% viability). The artificial seawater
calcium free was extremely toxic from the beginning, but when adding 20% egg yolk
or 50% fetal calf serum the toxicity was decreased (>75% viability). For this reasons,
it is concluded that medias with osmolalities less that 1000 mOsmol/kg are osmolality
toxic for these cells and it is also concluded that the cryoprotectants agents at
concentrations close or superior to 30% are also toxic.

Based on the above assays, it was arranged two cryopreservation protocols, one with
high cooling rates (>5°C/min.) and the other with low cooling rates (-0.5°C/min.). It
was also evaluated the four cryoprotectants agents (methanol, glycerol, Me>,SO and
ethylene glycol) at 10% (v/v) dissolved at sea water with 0.2M glucose. The spermatic
cells were used as: the spermatophore, spermatic mass and spermatic suspension.
At the high cooling rate there were no cell viable after thawing. At the low cooling rate
there were observed 61.6% cells viable after thawing when methanol and spermatic
mass were evaluated. These results are based on the properties of this kind of cells
owing that they live at high salinities and for consequences high osmolalities and also
it should be taken on account that these cells are immersed in a gelatinous matrix
that will give a precise way of regulate the procedures that occur when the
temperature decrease at cryogenic points.

The next essay, was to evaluated the membrane integrity as a sperm viability essay
in samples cryopreserved at low cooling rates and sperm suspension. It was used
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the DNA Propidium lodide marker and a flow citometer for this evaluation. Because
the plasma membrane is one of the most affected regions of the cell in the freezing-
thawing process, the viability of the samples were inferior to the ones obtained by
morphology evaluation. The cryoprotectant agent that had the higher viability in terms
of membrane integrity was the ethylene glycol (13.03%).

For last, trying to use the acrosome reaction to lonophore challenge as a method to
evaluate the viability of the sperm cells, it was made an assay that evaluate different
concentrations of lonophore A23187 (8, 24, 40 y 56 ul/ml) in fresh sperm suspensions
with five minutes incubation time as described by Clark and co-workers (1981). In
none of the concentrations evaluated were observed cells presenting the acrosome
reaction in Decapods described by Clark and co-workers (1981). It is presume that
this species needs a higher amount of lonophore to induce the acrosome reaction
and this could be because of the amount of calcium contained in the natural
seawater.
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INTRODUCCION

La palabra criopreservacion proviene del Griego Kryos, que significa frio,
congelacion; Simione (1998) la define como la estabilizacion de células a
temperaturas criogénicas (< 0°C) y aplica aspectos relacionados a la Criobiologia, o

el estudio de la vida a bajas temperaturas.

El principal propdsito de la preservacion artificial de una especie, es poder conservar
su material genético, para reproducir posteriormente a un organismo entero. Debido
a que un progenitor puede transmitir informacion genética a su descendencia a
través de los gametos sexuales que al unirse con sus homadlogos del sexo opuesto
producen un nuevo individuo, se puede, de ésta forma dar continuidad a la especie
(Standfield, 1992); los gametos sexuales criopreservados se emplean en la

actualidad para mantener el material genético resguardado.

El material genético es la materia prima de la biodiversidad, su preservacion permite
el resguardo de genes codificadores de ciertas caracteristicas, utiles en el cultivo de
cualquier especie. Por ejemplo, genes actualmente considerados no deseables en
programas de mejoramiento genético, a través de la descongelacion de material
criopreservado, se pueden llegar a recuperar y asi recobran su importancia en fases

posteriores del mejoramiento (Conget et al., 1996). Por otro lado, en los cultivos y
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cria selectiva se puede producir alta consanguinidad, homocigosis y degeneracién
por entrecruzamiento de los individuos (IFGB, 1996), lo cual, es aumentado por los
cruces consecutivos, esto, disminuye el potencial cultivable de la especie, afecta la
supervivencia de huevos, larvas y produce anormalidades en los adultos (Conget et
al., 1996). La degeneracion se puede contrarrestar con cruces de individuos
distantes genéticamente, produciendo un vigor hibrido entre estos dos individuos
(Stoss y Donaldson, 1983). Esta tarea puede ser apoyada con bancos genéticos de
material criopreservado (Stoss y Donaldson, 1983; Fabbroccini et al., 2000). De esta
forma, se preserva la informacion de las lineas mejoradas y se mantiene la
informacidén genética de generaciones pasadas. Adicional a lo anterior, la
criopreservacion de esperma puede ayudar a la introduccion de genes de
poblaciones naturales a poblaciones de cultivo, aumentando su variabilidad genética

y vigor hibrido (Conget et al., 1996).

La aplicacién de técnicas de congelacion para la conservacion de células sexuales
en multiples especies produce mejores resultados cuando se congelan
espermatozoides o gametos masculinos que cuando se preservan ovulos o huevos,

por ser estas células mas delicadas, presentando tasas mas bajas de sobrevivencia.

El almacenaje de semen a temperaturas bajas, fue revolucionado cincuenta afios
atras, con el descubrimiento de la accion crioprotectora del glicerol en células
espermaticas de mamiferos (Polge et al., 1949 En: Holt, 2000). Posteriormente, se

concluyo que las temperaturas bajas no eran necesariamente letales para embriones
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de mamiferos como se pensaba, pero, era necesario perfeccionar un protocolo que
permitiera un proceso exitoso (Smith, 1953 En: Denniston et al., 2000). Las
investigaciones continuaron y se logré criopreservar embriones de ratones a —196°C
mediante un protocolo de congelaciéon y descongelacion lento (Wilmut, 1972 En:
Denniston et al., 2000; Whittingham et al., 1972 En: Denniston et al., 2000). En estos
momentos existen muchos protocolos de criopreservacibn que han sido
desarrollados con base a datos empiricos y no se han implementado formulaciones
para entender realmente la criobiologia de las diferentes células sometidas a estos
procesos (Gao et al., 1992), por tal razon, los nuevos esfuerzos se estan
encaminando a la creacién de programas de modelamiento que ayudaran a entender
mejor todos los acontecimientos que tienen lugar al emplear temperaturas
criogénicas (Karlsson et al., 1996). Por otro lado, a medida que las investigaciones
crecen, se han encontrado problemas especificos para cada especie, los cuales son

de igual forma, objeto de las actuales investigaciones a nivel mundial (Holt, 2000).

La criopreservacion de espermatozoides ha sido utilizada en la biotecnologia
reproductiva de muchas especies y en la actualidad se esta implementando en la
acuicultura (Bhavanishankar y Subramoniam, 1997), éstos estudios han tenido lugar
en los ultimos cuarenta afos, obteniéndose los mejores avances en los ultimos diez
(Caffey y Tiersch, 2000). Debido a ventajas como: la reducciéon del peligro de
transmision de enfermedades; la posibilidad de produccién de hibridos con
caracteristicas deseables (Gwo, 2000a); permite la posibilidad de mantener gametos

sexuales disponibles en cualquier momento, sin importar la época del afo; se puede
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aumentar la variabilidad genética de la especie de cultivo y por ultimo, permite la
aplicacion de técnicas empleadas en la ingenieria genética de las especies

investigadas (Fabbroccini et al., 2000).

El empleo de semen criopreservado de individuos seleccionados evita la necesidad
de adquirir reproductores costosos y delicados en su manejo, favoreciendo
enormemente la relacion costo-beneficio para el productor. La aplicacion de esta
técnica permite al sector productivo pecuario aprovechar al maximo los logros

alcanzados con los programas de mejoramiento genético (CENIACUA, 1998).

La criopreservacion en la acuicultura ha sido desarrollada principalmente en peces,
donde inicia con las investigaciones de De Quatretages (1853) En: Erdahl et al.,
(1984), obteniéndose bajos porcentajes de fertilidad. Brofeldt (1914) En:
Buyukhatipoglu y Holtz, (1978) reconocié que el esperma de salmon se podria
almacenar largamente en frio. Dorier (1949/1950,1951) En: Buyukhatipoglu y Holtz,
(1978) realizd investigaciones para aumentar el tiempo de almacenaje adicionando
soluciones de electrolitos o de fluido celédmico de hembras, obteniendo resultados

aceptables hasta ese momento.

En la mayoria de los casos se utilizo el medio "Cortland" sirviendo como base para
el desarrollo de los posteriores diluyentes (Wolf, 1963 En: Buyukhatipoglu y Holtz,
1978). El medio “ Cortland” empleaba sustancias como lactosa, fructosa, lecitina,

manitol, glicina o yema de huevo. El primer diluyente con buenos resultados en
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motilidad post-descongelacién, fue basado en la composicion del plasma
espermatico de salmoénidos (Truscott y Idler, 1969 En: Buyukhatipoglu y Holtz,

1978).

Harvey (1983) En: Bernal y Uribe (1993) en estudios de criopreservacion en
Sarotherodon mossambicus, implemento la técnica de pajillas Francesas de 0.25-ml.
(Massip et al., 1979 En: Denniston et al., 2000) proporcionando asi una congelacion
mas uniforme. Harvey et al., (1982) trabajaron con criopreservacion en nitrogeno
liguido de semen en pez Cebra (Danio rerio) utilizando como agente crioprotector el

metanol.

Alderson y Macneil (1984) En: Bernal y Uribe (1993) basados en sus buenos
resultados con trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss) propusieron usar dimetil
sulféxido (Me,SO)-yema de huevo y glucosa como criopreservantes en semen de
salmén del Atlantico Salmo salar, produciendo igualmente buenos resultados post-

descongelacion.

En 1988, Harvey y Kelley En: Bernal y Uribe 1993, publicaron la metodologia para la
criopreservacion de semen de tilapia, Sarotherodon mossanbicus, empleando hielo
seco y nitrégeno liquido, asi se ratificd la importancia de éste método para garantizar
la preservacion del patrimonio genético de las especies. Similares estudios han sido
registrados en Colombia, sobre criopreservacion de esperma, tales como el realizado

por Cortés (1991) en Cachama Blanca, Piaractus brachypomus, en donde se
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demuestra la importancia y la viabilidad de aplicar esta técnica en un variado grupo

de animales.

Wheeler y Thorgaard (1991), realizaron la criopreservacion de semen de trucha arco
iris Oncorhynchus mykiss, utilizando pajillas plasticas de 4 ml de capacidad, las
cuales funcionaron adecuadamente para preservar semen y se abrio, la posibilidad

de congelar un mayor volumen de esperma.

Por otra parte, Bernal y Uribe (1993) caracterizaron el semen de Bocachico,
Prochilodus reticulatus y evaluaron la motilidad del esperma luego de haber sido
sometido a un proceso de refrigeracion en nevera a 4°C y de criopreservacion en
nitrégeno liquido a -196°C, encontrando que los espermatozoides permanecian
viables y de buena calidad. Gonzalez (1994), desarrollé ensayos con diferentes
diluyentes reportados para la criopreservacion de esperma de salmoénidos,
encontrando variados grados de efectividad de estos compuestos sobre la viabilidad
final de los espermatozoides. Por ultimo, la mas reciente investigacion en
criopreservacion de esperma es la realizada en Cachama (Piaractus brachypomus)
y Bagre (Pseudoplatystoma fasciatum) (Gonzalez y Fresneda, 2000) en donde se
realizd la caracterizacion del semen y la evaluacion de los crioprotectores Me,SO-
yema de huevo y metanol-leche en polvo a concentraciones de 5, 8 y 11% mediante
un protocolo de congelacion rapida. El mejor resultado fue obtenido con el 8% de
metanol-leche en polvo, donde se obtuvo un 79.6% de motilidad post-descongelacion

y se obtuvieron larvas y alevinos en ambas especies.
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Aunque la acuicultura en Colombia ha mostrado muy buenos indices de crecimiento,
pasando de 1.256 toneladas en 1986 a 43.800 toneladas en 1997, la actividad se ha
concentrado en muy pocas especies y tiene un bajo grado de diversificacion (INPA,
1998). Las especies marinas han estado representadas solamente por el camardn
(Litopenaeus vannamei) (6.907 t. en 1997), cuya produccidon crecié rapidamente
entre los afos 1986 (250 t.) y 1992 (9.432 t.), declinando luego en 1993 (7.327 t.),
para continuar hasta la fecha con comportamientos ascendentes y descendentes por
variadas circunstancias (INPA, 1998). Durante la década de los noventa Colombia se
ha posicionado a nivel Latinoamericano como uno de los mayores productores de
camaron (Weidner et al., 1992). De esta manera, Colombia en 1993 contaba con
2868 hectareas de espejo de agua de los cuales 1.589 estaban en la Costa Atlantica,
alcanzando una produccion de 5.480 toneladas / afio, correspondiendo a un 75% de

la produccién bajo cultivo (Weidner, 1992 En: Newmark y Vallejo, 1995).

Son escasos los trabajos sobre criopreservacion de esperma en crustaceos, entre
ellos estan: Behlmer y Brown (1984), quienes observaron la viabilidad del esperma
congelado rapidamente a —6°C/min con 16% de glicerol en el cangrejo Limulus
polyphemus, encontrando un 73% de espermatozoides viables mediante tincion con
eosina, 40% de espermas mostrando adhesion a ovocitos y un 17% de huevos
fertilizados. Chow y colaboradores (1985), realizaron la criopreservacion de
espermatoforos en el camardn de agua dulce Macrobrachium rosenbergii con

protocolos de congelacion rapida en vapores de nitrogeno liquido y empleando 10%
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de glicerol como agente crioprotector, obtuvieron fertilizacion en ocho de quince
tratamientos con mas de 70% de larvas que se desarrollaron bien hasta pos-tlarva.
Anchordoguy y colaboradores (1988), trabajaron en la criopreservacion espermatica
de Sicyonia ingentis, la evaluacion de viabilidad se realiz6 mediante la reaccion
acrosomica por medio de la cual encontraron un 56% de viabilidad en el tratamiento
que consistio en congelar el esperma a 1°C/min en una solucion de 5% (v/v) de
Me,SO. Jeyalectumie y Subramoniam (1989), evaluaron la congelacion rapida de los
espermatoforos y el plasma seminal de Scylla serrata, obteniendo un 95% de
viabilidad mediante tincidn con eosina-nigrosina en las muestras congeladas con
glicerol al 16% (v/v). Bhavanishankar y Subramoniam (1997), realizaron Ila
criopreservacion de espermatozoos de Scylla serrata, evaluaron la viabilidad
mediante la reaccion acrosomica debida al tratamiento con lonofora A23187,
encontrando que el tratamiento con 12.5% de glicerol a una curva de congelacion de
—5°C/min era el mas viable (52%). Ke y Cai (1996), estudiaron la criopreservacion de
esperma de Penaeus chinensis encontraron porcentajes de fertilidad de 59% con
esperma congelado a —5°C/min con 10% de Me,SO y 10% glicerol. No se han
reportado hasta el momento estudios sobre criopreservacion de esperma de

camaron marino Litopenaeus vannamei.

Los otros estudios realizados en criopreservacion corresponden a evaluaciones
realizadas con estadios embrionarios entre los cuales se encuentran los estudios de
Subramoniam y Newton (1993) quienes realizaron ensayos con embriones de

camarones Penaeidos, obtuvieron un 82% de sobre vivencia post-descongelacion al
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emplear 15% de etilen glicol mediante protocolos de congelacién rapida. Simon y
colaboradores (1994) determinaron el 6ptimo medio criopreservante en embriones de
Penaeus indicus, en donde encontraron que el metanol, Me,SO, etilen glicol y 1,2-
propanediol a concentraciones de 4 o 5% eran los crioprotectores de menor
toxicidad. En 1996, Diwan y Kandasami, (1997), congelaron embriones y larvas de
Penaeus semisulcatus, encontrando que el metanol y el Me,SO a concentraciones
entre 5 y 10% procuraban los mejores resultados en términos de sobre vivencia
(63%) post-descongelacion con protocolos de congelacién rapida. Por ultimo,
Preston y Coman (1998), estudiaron los efectos de varios crioprotectores penetrantes
y no penetrantes, en embriones y nauplios de Penaeus esculentus, pero no
obtuvieron sobre vivencia de en ninguno de los protocolos de congelacion rapida ni

lenta.

Durante los ultimos afios la Corporacidon Centro de Investigaciones de la Acuicultura
de Colombia (CENIACUA), ha realizado investigaciones para mejorar genéticamente
la especie L. vannamei, cultivada en ciclo cerrado (cultivo sin la introduccién de

larvas del medio natural) actualmente en el pais.

Por lo anterior, el objetivo de este proyecto fue el evaluar la técnica de
criopreservacion de espermatoforos, plasma seminal y suspension espermatica de
camardn marino, mediante la utilizacion de agentes crioprotectores como metanol,
etilen glicol, Me,SO y (glicerol, los cuales son ampliamente utilizados en

criopreservacion de esperma de humanos, bovinos y peces.
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El presente trabajo, consistié en evaluar los diferentes aspectos relacionados con el
desarrollo de un protocolo adecuado para la criopreservacion espermatica en L.
vannamei, por lo tanto, se valor6 en primer lugar, la toxicidad de diferentes
soluciones con varios agentes crioprotectores internos (metanol, etilen glicol, glicerol
y Me,S0O) a diferentes concentraciones (5, 10 y 30%) para encontrar las soluciones
menos téxicas en un periodo de tiempo de dos horas. Posteriormente, se evaluod la
criopreservacion de espermatoforo, masa seminal y suspension espermatica de L.
vannamei con protocolos de congelacién rapida (>5°C/min) y lenta (<5°C/min), para
lo cual se determino la viabilidad espermatica mediante observaciones morfologicas
de esperma descongelado y la evaluacion de la integridad de la membrana celular
mediante citometria de flujo. Finalmente, se realizaron ensayos para determinar la
concentracion de londfora A23187 necesaria para activar la reaccion acrosémica del
esperma y asi emplear éste protocolo como un método evaluativo adicional de la
viabilidad espermatica. Aunque la fertilizacion de hembras sexualmente maduras
inseminadas artificialmente con esperma criopreservado, debiera ser el ultimo criterio
para la evaluacion de la calidad espermatica, en el presente caso fue de dificil
metodologia y requiere estudios mas especificos para poder adelantar una
metodologia de inseminacion o de fertilizacion artificial con muestras
criopreservadas. Todos estos parametros evaluados se utilizaron para determinar la
calidad del esperma descongelado y asi concluir el mejor método para la

criopreservacion del material espermatico del camarén marino L. vannamei.
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La citometria de flujo es una técnica de evaluacion celular que se empez6 a emplear
a finales de los afos sesenta por Kamentsk y Melamed (1967), su interés fue la
medicién del acido desoxirribonucleico (ADN) en cada una de las células,
especialmente para el diagnostico de células cancerigenas; posteriormente Gledhill y
colaboradores (1983) En: Jhonson y Welch (1999) reportaron el uso de la citometria
de flujo en la medicién del ADN espermatico para determinar los cambios que
puedan ocurrir por dafios genéticos en las células. Entre las investigaciones
realizadas con la citometria de flujo en aspectos reproductivos en especies
acuicolas, se encuentran los estudios de Ogier de Baulny y colaboradores (1997),
quienes evaluaron la integridad de membrana y la actividad mitocondrial del esperma
criopreservado de la Trucha Arco iris (Oncorhynchus mykiss). Dos afios mas tarde,
Ogier de Baulny y colaboradores (1999) realizaron ésta misma evaluacién en el
Bagre Europeo (Silurus glanis). Por ultimo, en esperma de bovinos Jhonson y Welch
(1999) emplearon la citometria de flujo para realizar sexaje de cada espermatozoide

de acuerdo a la diferencia de los cromosomas Xy Y.

Este trabajo fue realizado como requisito para optar el titulo de Bidlogo Marino de la
Universidad Jorge Tadeo Lozano. Se ejecuto en las instalaciones de la Corporacion
Centro de Investigaciones de la Acuicultura de Colombia, CENIACUA, en la Costa
Atlantica colombiana, en Punta Canoa, Bolivar. El laboratorio de CENIACUA se
encuentra localizado en el distrito de Cartagena, en la denominada Zona Norte,
especificamente a dos kildbmetros al nor-occidente del corregimiento de Punta Canoa

y a 11 kilometros al norte de la carretera que comunica a Cartagena con Barranquilla
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(Via al Mar). El proyecto fue financiado por COLCIENCIAS, en el proyecto titulado
"Desarrollo de la tecnologia de criopreservacion de esperma del camardn marino
Litopenaeus vannamei, como estrategia en el mejoramiento genético y la maduracion
en ciclo cerrado” cuyo principal investigador es el Dr. Jorge Arturo Suarez, Bidlogo

Marino de la Universidad Jorge Tadeo Lozano.
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1. MARCO TEORICO

1.1 Caracteristicas del esperma de Decapodos.

El esperma de los Decapodos esta catalogado como atipico, con gametos no
moviles. Se encuentra clasificado en: esperma multisatélite, (el de los reptantia
cangrejos y langostas) y esperma unisatélite, (el de los natantia, camarones) (Lynn &

Clark, 1983a).

El esperma presenta tres zonas: (a) un cuerpo esférico que contiene al nucleo que se
observa en forma descondensada, (b) una capsula conica o region acrosémica, al
parecer estda separada del nucleo por una membrana doble en la region
citoplasmatica de la capsula y (c) un apéndice radiado a manera de clavo (en ingles
“spike”), localizado en la region convexa del cuerpo esférico (Clark et al., 1981; Lynn

& Clark, 1983b).

1.2 Agentes Crioprotectores.

Los agentes crioprotectores son aditivos empleados en las congelaciones para

disminuir los dafos celulares producidos por el proceso de congelacion-

descongelacion. Este efecto ocurre al incrementar la fraccion de liquido no congelado
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a una temperatura criogénica especifica, reduciendo la composicién idnica de la

solucion (Morris, 2000).

La diferencia en los pesos moleculares de los crioprotectores (Tabla 1) varian el
grado de penetracion de éstos al interior celular (Parks y Graham, 1992) y en su
accion crioprotectora. Ademas, cada uno tiene diferentes modos de interaccion con
los elementos celulares y en cierta forma, alteran de manera distinta las estructuras

y funciones bioquimicas de las células (Edashige et al., 1999).

El glicerol, el Me,SO y la sacarosa, son compuestos conocidos como estabilizadores
de la integridad de la bicapa lipidica y de la funcién proteica durante la congelacion-
descongelacion (Anchordoguy et al., 1988). Por otro lado, el glicerol aumenta la
viscosidad, generando un gradiente menos fuerte en el momento de deshidratacion
celular (Fiser, 1986). El metanol, el etilen glicol y la glucosa han presentado éxito en
otros protocolos de congelacion en peces y mamiferos (Bernal y Uribe, 1993;

Lahnsteiner et al., 1997; Sommerfeld y Niemann, 1999).

TABLA 1. Pesos moleculares de los agentes crioprotectores evaluados.

Agente Crioprotector Peso Molecular (g)

Etilen glicol 62.07
Me,SO 78.13
Glicerol 92.09
Metanol 33.05

Glucosa' 180.2

Sacarosa’ 342.2

(') Crioprotector externo
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Los agentes crioprotectores pueden ser toxicos a las células bajo determinadas
condiciones, dependientes del tipo de agente crioprotector, concentracion, tiempo de
equilibrio y temperatura de adicion a las células (Lin y Chao, 2000). Por tanto, la
evaluacion de dicha toxicidad es necesaria para el desarrollo de un protocolo de

criopreservacion para cualquier muestra biolégica (Arun y Subramoniam, 1997).

1.3 Osmolaridad.

La mayoria de los eventos quimicos asociados a la congelacion, son el resultado de
las propiedades osmoéticas de las células. La célula esta constituida por agua,
organelos, sales disueltas, azucares, proteinas y lipidos, todos rodeados por una
membrana semi-permeable (Avers, 1991). Esta membrana permite que el agua fluya
relativamente libre a través de ella, mientras que actua como una barrera a grandes
soluciones moleculares. El agua tiende a moverse a través de la membrana celular
para mantener una concentracion igual de solutos dentro y fuera de la célula. La
concentracion de solutos en una solucion, se mide en unidades de osmolaridad,
siendo éste un parametro de gran importancia en el proceso de criopreservacion

(Denniston et al., 2000).

Para disefar sensatamente un protocolo de criopreservacidon se requiere la

caracterizacion de las osmolaridades de los medios a emplear (Lin y Chao, 2000)
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1.4 Principios de Criopreservacion.

Basicamente, la congelacién celular resulta de una competencia entre un proceso de
transferencia de temperatura y del transporte de agua (Toner et al., 1991). Basado en
lo anterior, el proceso de congelacidon se puede dividir en tres etapas: 1. Las células
son sometidas a una solucién que contiene un agente crioprotector (metanol, etilen
glicol, glicerol, Me,SO, etc.), el cual penetra en la célula y reemplaza la mayor
cantidad de agua del interior celular. 2. Posteriormente, la célula debe regular la
osmolaridad y obtener una iso-osmolaridad con el medio exterior, hecho que puede
acarrear fendbmenos de toxicidad e impactos osmoéticos en las células (Arun y
Subramoniam, 1997). 3. En la ultima etapa se hace disminuir la temperatura
pasando por el punto de congelacidon del agua y por el punto de congelacion de la
solucion crioprotectora, en donde segun la curva de congelacién empleada se realiza
de manera diferente la formacién de cristales, los cuales pueden llegar a maltratar la
célula (Ver Figura 1 A, B y C). Este fendmeno también es confirmado por Ishiguro y
Rubinsky (1994) quienes emplearon glébulos rojos para la observacion de las células
deformadas por los cristales de hielo a manera de puntas de aguja. De esta forma,

se confirma otra manera de deterioro celular debido a la interaccion célula-hielo.

Por otra parte, la formacién de hielo extracelular, induce un gran numero de cambios,
tanto fisicos como quimicos, en donde, los dafos celulares estan relacionados con la
naturaleza de la respuesta natural y cinética de la célula a las nuevas condiciones

(Acker et al., 1999).
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Figura 1. Propagacion de cristales de hielo en la congelacion de un ovocito humano
(A) Se observa el ovocito intacto y los cristales de hielo formandose desde la
periferia. (B) y (C) Se observan danos fisicos en el ovocito (Tomado de Morris,
2000).

La temperatura desciende hasta —196°C, temperatura del nitrogeno liquido (NL>),

cuando éste es utilizado en la congelacion y en donde tedricamente la viabilidad del

material biolégico es independiente del tiempo (Morris, 2000).

Principalmente, se conocen dos tipos de congelacion, cuya diferencia radica
esencialmente en la curva de congelacion, considerado como uno de los factores
mas importantes en el disefio y optimizacién de los protocolos de congelacion (Lin et

al., 1999). El primer tipo de congelacién emplea curvas de congelacion rapidas y el
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segundo, curvas de congelacion lentas. Ambos son ampliamente utilizados

actualmente en los diferentes sistemas bioldgicos criopreservados.

Al emplear curvas de congelacion rapida, el dafio celular mas comun es la formacion
de hielo intracelular (Acker, 1999), esto, debido a que la célula no ha tenido tiempo
de perder una cantidad importante de agua, que es, en gran parte remplazada por el
agente crioprotector interno empleado y por lo tanto, se forman cristales en el interior
celular; este fendbmeno esta altamente relacionado con la permeabilidad de la

membrana celular (Simione, 1998), especifica para cada tipo de célula.

En la congelacion lenta, la cristalizacidon del medio externo comienza antes que la
formacién de cristales intracelulares, si éstos llegaran a constituirse. Al formarse los
cristales, las particulas de soluto del medio externo se van desplazando y las células
se acumulan en espacios reducidos (Figura 2), lo que aumenta la concentracién de
soluto por volumen, aumentando la osmolaridad del medio, por lo tanto, las células
se ven inmersas en soluciones con altas osmolaridades que hacen deshidratar la
célula (Janik et al., 2000), pero, éstos espacios son posiblemente toxicos tanto
osmotica como quimicamente (Morris, 2000), hecho que puede maltratar la célula sin
haberse criopreservado aun. Sin embargo, en 1960 Nei y colaboradores (En:
Takamatsu y Rubinsky, (1999) aseguraron que las células se ven lastimadas por el
mecanismo de interaccion entre la fase de crecimiento del hielo y el apifiamiento de

las células entre los cristales extracelulares formados. Todos los anteriores
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fendbmenos son objeto de las investigaciones actuales en Criobiologia (Takamatsu y

Rubinsky, 1999).

Por otro lado, si persiste una gran cantidad de agua en el interior celular, entonces se
producen dafnos celulares debido a la formacion intracelular de cristales de hielo al
momento de cristalizacion (fase de congelamiento) y al momento de recristalizacion

en la fase de descongelacion (Simione, 1998).

Los protocolos de congelacion lenta emplean generalmente equipos congeladores
que permiten un mayor control y homogeneidad de las curvas congeladoras para
cada muestra, disminuyendo en muchas ocasiones cuantiosos problemas (Conget et

al., 1996).

En la criopreservacion de células mas sensibles a cambios de temperatura, tales
como las células de embriones bovinos (Sommerfeld y Niemann, 1999), biopsias de
tejido ovarico (Newton et al., 1996; Fabbri et al., 1999), ovocitos de ratones (Cooper
et al., 1998) se emplean las curvas de congelamiento lento, las cuales
presumiblemente acarrean menos dafios celulares (Pegg y Diaper, 1991). Dichas
curvas de congelacion, permiten unas condiciones fisicoquimicas de equilibrio mas
controladas dependientes de la permeabilidad de las células y asi, éstas tendran mas
tiempo de adecuarse. Ademas, las células pueden organizarse mejor entre en el
liquido cristalizado, pues pueden ser desplazadas hasta pequefios compartimentos

por donde no haya empezado la cristalizacion (ver Figura 2) (Morris, 2000). Si las
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caracteristicas intrinsecas de permeabilidad celular lo permiten, ésta soporta las

nuevas condiciones que suceden en estos compartimentos (Parks y Graham, 1992).

Figura 2. Corte trasversal de una pajilla (0.25ml de capacidad) de esperma humano
criopreservado en Glicerol. Se observan los compartimentos formados por la
cristalizacion. Tomado de Morris (2000).

En conclusion, la curva de congelacién debe ser lo suficientemente rapida para no
causar dafos toxicos a la célula, ni dar lugar a la formacién de cristales
intracelulares, pero lo suficientemente lenta para permitir una 6ptima curva de

permeabilidad en la célula, esto depende de las caracteristicas intrinsecas de la

célula y debe ser establecido para la criopreservacion de cada tipo celular.

La descongelacion también es un componente esencial en el protocolo,
principalmente su velocidad. Los dafos que se presentan en esta fase, pueden ser
debidos a la formacién de hielo al presentarse una recristalizacion y a choques

osmoticos (Fiser et al., 1986).
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1.5 Integridad de la Membrana Celular y su evaluacién por Citometria de Flujo.

Las membranas celulares tienen que soportar un gran estrés, en donde se incluye la
adicion del crioprotector previa al congelamiento, cambios de volumen asociados a
elongamientos y encogimientos de la membrana en respuesta a cambios
hiperosmoéticos debido a las soluciones crioprotectoras, deshidratacion debido a la
congelacion, cambios de conformacién de los lipidos y fosfolipidos, aumento de la
concentracion de solutos y la formacion intracelular de hielo, lo cual es dependiente

de la curva de congelacion (Parks y Graham, 1992).

La pérdida de la integridad de membrana es un dafio critico normalmente ocasionado
en las células durante la congelacion-descongelacion (Mazur, 1970 En: Anchordoguy
et al., 1988; Parks y Graham, 1992). La causa de éste dafo es todavia incierto, pero
a nivel fisico se cree, es debido a un nuevo e incorrecto reordenamiento de los
lipidos de la membrana celular, perdiéndose las propiedades de ésta y rompiéndose
la proteccion que la membrana le brinda a la célula (Parks y Graham, 1992). En
realidad, los dafios letales producidos a las células se expresan generalmente en la
pérdida de las propiedades de la membrana, independientemente de la causa y del

sitio de la lesion inicial (McGann et al., 1988).

La permeabilidad de la membrana en células muertas se confirmé en

espermatozoides de mamiferos (Bishop y Walton, 1968 En: Jeyalectumie y
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Subramoniam, 1989). Abriendo asi la posibilidad de evaluar la viabilidad espermatica

contando la proporcién de células que presenten integridad de la membrana celular.

El citdmetro de flujo permite la caracterizacibn de cada espermatozoide y la
identificacion de subgrupos con respecto a la totalidad de espermatozoides, inclusive

en bajas cantidades celulares (Ricci et al., 2000).

El objetivo de la tincidn con yoduro de propidio es determinar la integridad de la
membrana celular espermatica. Al tefiir con yoduro de propidio, el colorante entra
cuando hay pérdida de la integridad de la membrana celular y se liga al acido
desoxirribonucleico (ADN) produciendo una fluorescencia roja solamente en los
espermas moribundos o muertos. (Evenson et al., 1982; Ogier de Baulny et al.,
1997). Esta fluorescencia es medida por el fluorémetro del citdmetro de flujo y asi se
obtiene datos en términos de tamafio, granularidad del citoplasma y de fluorescencia

positiva o negativa de cada célula de la muestra.

1.6 Reaccion AcrosOmica.

Hacia comienzos del siglo veinte y gracias al microscopio optico se detectd la
eversion del esperma en Brachiuros (Binford, 1913 En: Medina y Rodriguez, 1992),
éste es el primer reporte de la observacion de la reaccidon acrosOémica. Mas

recientemente se han efectuado una gran cantidad de investigaciones que han
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revelado algunos aspectos de la reaccidn acrosémica y su intervencion en la

fertilizacion (Medina y Rodriguez, 1992).

El acrosoma segun Avers (1991), es un lisosoma especializado que se encuentra en
la cabeza del espermatozoide. Contiene una gran cantidad de enzimas, entre las
mas importantes se encuentra la acrosina, la cual hidroliza proteinas; un tipo especial
de hialuronidasa, una hidrolasa acida asociada solamente a los espermatozoides, la
cual es solo liberada por espermas viables, su funcién vital esta relacionada con la
penetracion del esperma a través de la pared celular; también existen algunas
glicosidasas como neuraminidasa, acetilhexosaminidasa entre otras; en términos de
lipasas el acrosoma contiene fosfolipasas A, y C las cuales son responsables en la
fusién de la membranas del esperma y del 6vulo; finalmente, contiene diferentes

fosfatasas alcalinas y ATPasas (Zaneveld y De Jonge, 1991).

Segundos después que un espermatozoide se ha adherido a la cubierta externa del
ovulo, la membrana citoplasmica y la acrosomica del espermatozoide se fusionan,
crean perforaciones a través de las cuales el contenido acrosémico es dispersado en
el medio circundante. La cubierta externa del évulo y las células foliculares adheridas
a él son digeridas muy rapidamente, lo cual permite al espermatozoide alcanzar la
membrana citoplasmatica del évulo y hacer contacto con ella. Cuando las dos
membranas se fusionan, el nucleo del espermatozoide es rodeado por el citoplasma
del 6vulo y a continuacion tienen lugar diferentes procesos que culminan con la

fusion de los nucleos del 6vulo y del esperma (Avers, 1991).
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La evaluacion de la capacidad de un esperma para realizar la reaccion acrosémica
en crustaceos se puede realizar principalmente de dos formas, la primera consiste en
someter al esperma a los activadores provenientes propiamente del ovocito, los
cuales se pueden recolectar al lavar éstos en agua de mar y posteriormente
adicionar este lavado al esperma (Wang et al., 1995), este procedimiento tiene sus

problemas al no poder asegurar una dosis igual en diferentes evaluaciones.

La segunda forma es mediante la evaluacién de la reaccion acrosémica debida a la
lon6fora A23187 (en Inglés, Acrosome Reaction to lonophore Challenge, ARIC). Esta
evaluacion ha sido ampliamente utilizada en vertebrados e invertebrados (Clark et
al., 1981; Medina y Rodriguez, 1992; Bhavanishankar y Subramoniam, 1997;
Januskauskas et al., 2000), donde se ha encontrado una alta correlacién entre la
capacidad a la reaccidn acrosomica del esperma y el potencial fertilizante de éste
(Januskauskas et al., 2000). El tratamiento mediante la lonéfora A23187 provoca el
aumento del calcio (Ca) intracelular lo cual activa la reaccion acrosémica. La lonofora
A23187 actua de dos formas, ayuda la apertura de los canales celulares para la
entrada del calcio y ademas transporta activamente el calcio extracelular al interior

(Szabo, 1981 En: Bhavanishankar y Subramoniam, 1997).
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2. METODOLOGIA

2.1 Material Bioldgico.

Los reproductores empleados en el presente estudio, hacen parte del lote de
reproductores del laboratorio de produccién de CENIACUA en Punta Canoa, Bolivar.
Son reproductores de ciclo cerrado con un peso promedio de treinta y cinco a
cuarenta gramos, aclimatados a una salinidad promedio de 35 ppm. Presentaban

mas de once meses de vida, encontrandose maduros sexualmente.

2.2 Extraccién del Material Espermatico.

En el momento de la extraccion del semen el individuo se encontraba en intermuda,
se permitid un periodo de nueve dias entre cada una de las recolecciones de

esperma del mismo individuo, para permitir una maduracion completa del esperma.

Para la obtencion del esperma se extrajeron los espermatéforos (paquete
espermatico, (Subramoniam, 1993)) izquierdo y derecho, realizando presién en la
region lateral del poro genital (Lin y Ting, 1986), como se indica en la Figura 3.
Posteriormente, se retiraron cada uno de los espermatoforos (derecho e izquierdo)

del individuo, con ayuda de unas pinzas, Figura 3.
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Figura 3. Extraccion del espermatdforo derecho, se observa la masa espermatica
saliendo del poro genital. (A) Espermatoéforos.

En toda la investigacion se emplearon los espermatoforos extraidos de los machos
en tres formas diferentes, 1. Espermatéforo completo, sin manipulacion adicional; 2.
Suspension espermatica mediante la agitacion mecanica del espermatéforo
(Bhavanishankar y Subramoniam, 1997), en la solucién a evaluar; 3. Extraccion de la
masa espermatica mediante leve presidén en la region posterior del espermatéforo

(Liny Ting, 1986).

2.3 Agentes Crioprotectores Evaluados.

Se evalud la eficacia de cuatro agentes crioprotectores internos con diferentes pesos

moleculares (Tabla 1). Los cuales son Me,SO (Carlo Erba Reagenti, Francia),
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metanol (Mallinckrodt Baker S.A., México), glicerol (Mallinckrodt Baker S.A., México)

y etilen glicol (Sigma Chemical Co., St Louis; MO).

Como agente crioprotector externo se evalu6é la glucosa (Carlo Erba Reagenti,
Francia). Para la preparacion de la solucién crioprotectora se utilizd cada uno de los
agentes crioprotectores y agua de mar estéril (35 ppm), la cual fue empleada como

diluyente.

2.4 Mediciones de Osmolaridad.

Se midi6 la osmolaridad de las siguientes soluciones, con un osmoémetro Precision

Systems p Osmete ™ micro osmometer (Figura 4):

a) Agua de mar estéril (35ppm) por ser el medio en donde se realiza la fertilizacion
de los camarones naturalmente.

b) Agua de mar estéril con 0.2M de glucosa, como crioprotector externo.

¢) Agua de mar estéril con 0.2M de sacarosa que al igual que la glucosa es un
crioprotector externo.

d) Agua de mar artificial libre de calcio (Leung-Truijillo y Lawrence, 1987).

e) Agua de mar artificial libre de calcio con 0.2M de glucosa.

f) Agua de mar artificial libre de calcio con 0.2M de sacarosa.
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PRECISION SYSTEMS

Figura 4. Osmometro Precision Systems.

La técnica de punto de congelacidon empleada por el osmometro no permite la
medicidon de las soluciones que contengan el agente crioprotector interno (metanol,

glicerol, Me,SO vy etilen glicol), y por esto no se pudo realizar su medicion.

2.5 Evaluacion de la tolerancia de las células a la toxicidad de las soluciones de

congelamiento a temperatura ambiente.

Para evaluar la tolerancia de las células a la relativa toxicidad de las soluciones
crioprotectoras a temperatura ambiente (18-20°C), se realizaron suspensiones
espermaticas en dieciséis soluciones evaluadas (tratamientos, Tabla 2), midiendo
cada media hora durante ciento veinte minutos la capacidad de las células

espermaticas a permanecer sin sufrir cambios morfotipicos radicales que sugieran
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algun deterioro celular como lo es la perdida del apéndice espermatico no movil
“spike” (Subramoniam, 1993), o posteriormente la eversion de la célula (Wang et al.,
1995; Clark et al.,, 1981; Bray y Lawrence, 1998), sugiriendo una reaccion
acrosomica bifasica, lo que involucra cambios dramaticos en la morfologia
(Anchordoguy et al., 1988). Cada tratamiento tuvo cinco réplicas compuestas por

diferentes individuos.

A cada una de estas, se adiciono trescientos microlitros de suspension espermatica y
la misma cantidad de la solucién experimental (ver Tabla 2), esta mezcla se mantuvo
a temperatura ambiente (18-20°C). La evaluacion espermatica fue realizada
mediante la observacién de morfotipos, los cuales han sido utilizados por varios
investigadores como el método mas 6ptimo, facil y econémico para caracterizar la
viabilidad espermatica y el consiguiente potencial de fertilizacién de varias especies

(Sukcharoen et al., 1995) y de L. vannamei (Bray y Lawrence, 1998; Alfaro, 1993).

Para la identificacion de morfotipos en las muestras, se observaron cien células
(Alfaro, 1993; Alfaro y Lozano, 1993; Clark et al., 1981) a 40X en un microscopio
Olympus C-20, identificando el numero de: a) células con “spike” b) células sin
“spike” ¢) células evertidas o presentando signos de evaginacién como indicacion de
la reaccion acrosomica en Penaeidos descrita por Clark y colaboradores (1981).
Estas ultimas se consideran no viables para fertilizar ovocitos (Bhavanishankar y

Subramoniam, 1997).
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No se emplearon tinciones vitales como la tincién con azul de tripan, debido a

presentar relativamente bajos niveles de confianza en estas células (Bhavanishankar

y Subramoniam, 1997; Wang et al., 1995), ademas estas técnicas tienden a

sobreestimar la proporcion de células viables (Wang et al., 1995).

Tabla 2. Tratamientos para la evaluacion de la toxicidad de las soluciones
crioprotectores.
Tratamiento Solucién Diluyente Agente Concentraciéon del Otros Aditivos
Crioprotector Agente
Interno Crioprotector (v/v)
1 Agua de Mar estéril  Etilen Glicol 5 -
2 Agua de Mar estéril Etilen Glicol 10 -
3 Agua de Mar estéril Etilen Glicol 30 -
4 Agua de Mar estéril Me,SO 5 -
5 Agua de Mar estéril Me,SO 10 -
6 Agua de Mar estéril Me,SO 30 -
7 Agua de Mar estéril Glicerol 5 -
8 Agua de Mar estéril Glicerol 10 -
9 Agua de Mar estéril Glicerol 30 -
10 Agua de Mar estéril Metanol 5 -
11 Agua de Mar estéril Metanol 10 -
12 Agua de Mar estéril Metanol 30 -
13 Agua de Mar - - -
Artificial libre de Ca
(29 ppm)
14 Agua de Mar - - 20 % Yema de
Artificial libre de Ca huevo y 0.4M
(29 ppm) ' Glucosa
15 Agua de Mar - - 50% Suero
Atrtificial libre de Ca Fetal Bovino
(29 ppm) ' (SFB)y 0.6M
Glucosa
16 Agua de Mar estéril - - -

(Tratamiento
Control)

' Composicion de la solucion segtin Leung-Trujillo y Lawrence (1987).
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2.6 Metodologia de congelacién rapida (>5°C/min).

Se evaluaron los tres tipos de material espermatico (espermatéforo completo, masa
espermatica y suspension espermatica) frente a cada uno de los cuatro
crioprotectores internos (metanol, glicerol, Me,SO vy etilen glicol). El material
espermatico fue suspendido en seiscientos microlitros de la solucién crioprotectora
con 10% (v/v) del agente crioprotector interno respectivo para cada tratamiento (ver
tabla 3), y se colocé en un criovial Corning® (Corning Costar Corporation,
Cambrigde, MA. USA) de 1 ml. Cada tratamiento consistié en tres réplicas,

comprendidas por individuos diferentes.

Cuando se empled el espermatoforo completo, éste fue suspendié en seiscientos
microlitros de cada solucion crioprotectora a 4°C por un periodo de contacto de una
hora, debido a que su recubrimiento de quitina y polisacaridos estructurales
(Subramoniam, 1993), pueden impedir y disminuir la velocidad de migracién del
agente crioprotector al interior del espermatd6foro para que se lleve acabo la primera

y segunda etapa de la congelacion.

Cuando se realizaron las congelaciones con masa espermatica al igual que en el
espermatoforo completo se permitié un periodo de contacto de una hora, esto debido
a que la masa también requiere un tiempo determinado para que el crioprotector

migre hacia el interior del tejido y entre en contacto con las células espermaticas.
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Cuando se congelaron suspensiones espermaticas el tiempo de contacto fue de
quince minutos, tiempo estimado necesario para que el crioprotector entrara en las

células y alcanzara el equilibrio osmético, primera y segunda etapa.

Para disminuir la temperatura y realizar la tercera etapa de la congelacion, los
crioviales con las muestras se colocaron en los vapores de NL, a una altura de 5 cm
de la superficie del liquido congelante por diez minutos, alcanzando una curva de
congelacion superior a 5°C/min (apx. 10°C/min). Posteriormente, se sumergieron en
NL. por veinticuatro horas, confirmando que se alcanzara una temperatura de -196°C

(Fiser et al., 1986).

Tabla 3. Tratamientos para la congelacion rapida (>5°C/min).

Tratamiento No. Material espermatico Composicion de la Agente
solucion diluyente Crioprotector
10% (Vv/v)
1 Espermatdforo Agua de mar estéril con Glicerol
completo glucosa 0.2M
2 Espermatdforo Agua de mar estéril con Metanol
completo glucosa 0.2M
3 Espermatdéforo Agua de mar estéril con Etilen Glicol
completo glucosa 0.2M
4 Espermatdéforo Agua de mar estéril con Me,SO
completo glucosa 0.2M
5 Masa Espermatica  Agua de mar estéril con Glicerol
glucosa 0.2M
6 Masa Espermatica  Agua de mar estéril con Metanol
glucosa 0.2M
7 Masa Espermatica  Agua de mar estéril con Etilen Glicol
glucosa 0.2M
8 Masa Espermatica  Agua de mar estéril con Me,SO
glucosa 0.2M

9 Suspension Agua de mar estéril con Glicerol
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espermatica glucosa 0.2M
10 Suspension Agua de mar estéril con Metanol
espermatica glucosa 0.2M
11 Suspension Agua de mar estéril con Etilen Glicol
espermatica glucosa 0.2M
12 Suspension Agua de mar estéril con Me,SO
espermatica glucosa 0.2M

Nota: El tratamiento control consistié en agua de mar estéril (35 ppm).

2.6.1 Metodologia de descongelacion de las muestras de congelacion rapida

(>5°C/min).

Al término de veinticuatro horas en el NL; las muestras se descongelaron a 28°C por
un minuto en un bano de maria, posteriormente se diluyé la concentracion del agente
crioprotector para que no se convirtiera en téxico y se suspendié en dos mililitros de
agua de mar con 0.2M de sacarosa para disminuir el choque osmético producido por
la salida del crioprotector y la entrada del agua nuevamente en la célula (Edashige et

al., 1999).

La evaluacion se realizé mediante observacion de morfotipos celulares al igual que lo

indicado en el numeral 2.5.

2.7 Metodologia de Congelacién lenta (-0.5°C/min).

Se evaluo la metodologia de congelacion lenta utilizando los mismos cuatro agentes

crioprotectores (metanol, glicerol, etilen glicol y Me,SO) ensayados anteriormente
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(numeral 2.6) a una concentracién de 10% (v/v) frente a los tres tipos de material
espermatico (espermatéforo completo, masa espermatica y suspension espermatica)
(Tratamientos, ver Tabla 4). El tratamiento control consistié en agua de mar estéril.

En cada uno de los tratamientos se emplearon tres machos diferentes,

correspondiendo cada uno a una replica.

Tabla 4. Tratamientos evaluados en la congelacion lenta (-0.5°C/min).

Tratamiento No. Material Composicion de la Agente
espermatico solucion diluyente Crioprotector
1 Espermatdéforo Agua de mar estéril con Glicerol
completo glucosa 0.2M
2 Espermatéforo Agua de mar estéril con Metanol
completo glucosa 0.2M
3 Espermatdéforo Agua de mar estéril con Etilen Glicol
completo glucosa 0.2M
4 Espermatdéforo Agua de mar estéril con Me,SO
completo glucosa 0.2M
5 Masa Espermatica Agua de mar estéril con Glicerol
glucosa 0.2M
6 Masa Espermatica Agua de mar estéril con Metanol
glucosa 0.2M
7 Masa Espermatica Agua de mar estéril con Etilen Glicol
glucosa 0.2M
8 Masa Espermatica Agua de mar estéril con Me,SO
glucosa 0.2M
9 Suspension Agua de mar estéril con Glicerol
espermatica glucosa 0.2M
10 Suspension Agua de mar estéril con Metanol
espermatica glucosa 0.2M
11 Suspension Agua de mar estéril con Etilen Glicol
espermatica glucosa 0.2M
12 Suspension Agua de mar estéril con Me,SO
espermatica glucosa 0.2M

Nota: El tratamiento control consistié en agua de mar estéril (35 ppm).
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Las suspensiones espermaticas, fueron concentradas en doscientos microlitros de
agua de mar estéril centrifugando a 200 g por dos minutos (Bhavanishankar y
Subramoniam, 1997) sin causar dafio alguno al potencial fertilizante del esperma
(Coetzee et al., 1992). El espermatéforo completo y la masa espermatica se
colocaron en quinientos microlitros de la solucién crioprotectora (agua de mar estéril
con 0.2M de glucosa). Posteriormente, el agente crioprotector correspondiente a
cada uno de los tratamientos, fue adicionado en dos pasos (5% cada vez, para un
total de 10%(v/v)), permitiendo que se regularan las condiciones por cinco minutos
entre cada paso (10 minutos en total) a una temperatura de 10°C (Ver Figura 5), de
ésta forma se trata de disminuir el estrés ocasionado por la adiciéon del los agentes

crioprotectores (Gao et al., 1992; Babiak et al.,, 1997).

Figura 5. Monitoreo de la temperatura de las muestras durante el tiempo de contacto
(10 min.) con el Agente Crioprotector.
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Para congelar las muestras de masa espermatica y de suspensidén espermatica se
emplearon pajillas francesas de 0.5 ml. (Sommerfeld y Niemann, 1999) (Ver Figura
6B) que fueron selladas con polivinil alcohol (Sigma Chemical Co., St Louis; MO). Se
utilizaron dos pajillas para cada macho y tres machos por tratamiento para un total de
seis pajillas por cada tratamiento. Para las muestras con espermatoforo completo se
emplearon macrotubos de 2.5 ml. (Minitib Abfull-u, Labortechnik GMBH & Co. KG,
Alemania) (Ver Figura 6A), sellados con balines en los extremos; se emple6é un

macrotubo por cada dos espermatéforos de un mismo macho y tres machos en total.

Figura 6. Macrotubo y Pajillas francesas, (A) macrotubo con sus selladores a los
extremos (B) Pajilla francesa de 0.5 ml (C) Pajilla francesa de 0.25 con un sellador al
extremo contrario.

Para la congelacion se empled un congelador programable (Cryologic CL2000) (Ver

Figura 7). Se inicio artificialmente la cristalizacion a -6.0°C (en ingles “seeding”)

(Denniston et al., 2000), la velocidad de congelaciéon fue de -0.5°C/min. hasta
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alcanzar una temperatura de -32.0°C. Posteriormente, se trasladaron las muestras

directamente a NL, en donde se almacenaron por veinticuatro horas (Ver Figura 8).

Figura 8. Cargado del tanque de almacenamiento de nitrégeno liquido con las
muestras congeladas.
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2.7.1 Metodologia de descongelacion de las muestras de congelacion lenta

(-0.5°C/min).

Las pajillas con muestras de suspension espermatica se descongelaron a 20°C por
diez segundos en un bafio maria. Posteriormente, se diluyé el contenido de la pajilla
en agua de mar estéril con 0.2M de sacarosa. Se centrifugd a 200 g por 2 min.
(Bhavanishankar y Subramoniam, 1997) y se tomé una alicuota de 10 microlitros
para observar en el microscopio y realizar la respectiva clasificaciéon celular de

morfotipos (numeral 2.5) de cien células observadas aleatoriamente.

Los macrotubos con muestras de espermatéforo completo se descongelaron a 25°C
por 40 segundos al bafio de maria y el contenido del macrotubo se colocé en cinco
mililitros de agua de mar con 0.2M de sacarosa. Posteriormente, se agitd
mecanicamente para realizar una suspension espermatica y asi poder tomar una

alicuota para evaluar la morfologia de cien células descongeladas.

Las pajillas con muestras de masa espermatica se descongelaron a 20°C por 10
segundos en un bafio maria. Posteriormente, se diluyé el contenido de la pajilla en
agua de mar estéril con 0.2M de sacarosa. Al igual que con el espermatoforo
completo, se agitd mecanicamente para obtener una suspension espermatica de la

cual se tomo una alicuota y se evalu6 la morfologia de cien células.
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2.8 Evaluacién mediante Citometria de Flujo de la integridad de la membrana

celular después de congelaciones lentas (-0.5°C/min).

El protocolo de evaluacion descrito por Evenson y colaboradores (1982) el cual utiliza
los marcadores rodamina 123 y yoduro de propidio, fue modificado, porque las
mediciones con rodamina 123 arrojan resultados de la estimacion de la actividad
mitocondrial, como porcentaje de motilidad, etc. (Auger et al., 1989). Dado que el
esperma del camardn L. vannamei no presenta motilidad, no se estimé optimo

realizar esta medicion, por lo cual solo se empled el yoduro de propidio.

Por medio de la citometria de flujo se comparé la calidad espermatica de muestras
sin congelar y congeladas. Dos muestras de esperma sin congelar fueron
suspendidas en 500 microlitros de tampén FACs (Beckton & Dickinson) con 0.35 M
de cloruro de sodio para ajustar a una osmolaridad superior a 1000 mOsmol/kg. Para
establecer el parametro de medicidon de cada muestra, se analizaron veinte mil
eventos de una alicuota de 10 microlitros, en el citdmetro de flujo (FacsSort de
Beckton & Dickinson, Immunocytometry Systems, San José, CA, USA, ver Figura 9),
la muestra se caracterizé en términos de tamano (FSC) y granularidad (SSC) de la

poblacion celular de la muestra.
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Figura 9. Citbmetro de flujo (FacsSort).

Posteriormente, se afiadid 5 microgramos por mililitro de yoduro de propidio (Sigma
Chemical Co., St Louis; MO), al resto de la muestra, incubandose a la oscuridad por
10 minutos, al cabo de los cuales la muestra fue estudiada en el citdmetro para
posterior analisis de los veinte mil eventos adquiridos mediante graficas de Dot-Plot

en términos de tamafo / granularidad y fluorescencia roja (ADN tefido).

Para la evaluacion de las muestras congeladas, se emplearon los tratamientos de
suspensidn espermatica de la congelacion lenta (-0.5°C/min) (Ver Tabla 4,
Tratamientos 9 al 12) descrito en el numeral 2.7, se descongelaron a una
temperatura de 20°C por 10 segundos a bafio de maria y al igual que las muestras
sin congelar se suspendieron en 500 microlitros del tampon FACs modificado, la

marcacion y lectura en el citdmetro se realiz6 con el mismo protocolo descrito
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anteriormente. Ademas de la evaluacion de la integridad de la membrana celular por
citometria, se evaluaron las mismas muestras mediante la observacién al

microscopio de cien células. Se emplearon cuatro replicas por cada tratamiento.

2.9 Estandarizacion de la concentracion de lonofora A23187 para la evaluacion

de la reaccion acrosomica espermatica.

Para determinar la concentracién de lonéfora A23187 necesaria para inducir la
reaccion acrosomica del esperma en las muestras, y asi poder implementar éste
parametro en la evaluacion de la calidad espermatica, se empled la metodologia
descrita por Clark y colaboradores (1981) en donde se disolvié en Me>SO 4 mg/ml de
londfora A23187 (Sigma Chemical Co., St Louis; MO). En la evaluacién de cada
concentracion, se adicionaron a suspensiones espermaticas de 2.5 ml, alicuotas de 5
a 35 microlitros (con incrementos de 10 microlitros, para cada tratamiento). Estas
diluciones producian una concentracién final de lonofora de 8 a 56 microgramos por
mililitro (con incrementos de 16 microgramos, ver tabla 5). Se incub6 por un tiempo
de cinco minutos. Se emplearon tres réplicas para cada concentracion, observando
cien células en cada muestra. El tratamiento control consistié en agua de mar estéril

con 1% (v/v) de Me,SO.
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Tabla 5. Tratamientos para la evaluacion de la concentracion de lonéfora A23187 en
la evaluacion de la reaccion acrosémica espermatica.

Tratamiento Concentracion de lonéfora por muestra (ul/ml)

1 8

2 24
3 40
4 56

2.10 Analisis Estadistico.

Los datos de los conteos celulares en cada uno de los tratamientos evaluados en las
pruebas de toxicidad y en los dos tipos de congelacion (rapida y lenta) fueron
recopilados en una matriz en donde las filas estuvieron constituidas por las replicas
de cada tratamiento y las columnas por el numero de células obtenido en la

clasificacion celular a) células con “spike” b) células sin “spike” ¢) células evertidas.

Para cada tratamiento de toxicidad, para los diferentes tipos de congelacion (rapida y
lenta) y para los datos de integridad de membrana celular de la citometria de flujo, se
empled la matriz mencionada anteriormente para determinar el promedio, desviacion
estandar y varianza de las células viables, 6sea, la proporcion de células que

presenten “spike”,

En las evaluaciones de toxicidad se escogio entre las tres concentraciones (5, 10 y

30%) de cada agente crioprotector en el tiempo inicial (t=0), la concentracion mas
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similar a los resultados de las muestras control (agua de mar estéril) mediante la
prueba de comparaciones multiples de Kruskal-Wallis. Posteriormente, se empleo la
prueba de comparaciones multiples de Miller (Hollander y Wolfe, 1973) para
comparar cada una de las mejores concentraciones de cada agente crioprotector en
cada uno de los diferentes tiempos de cada observaciéon (0, 30, 60, 90 y 120

minutos), por tal razén,

Z=Q V(k(k+1)/12)

donde Q es el valor obtenido de la tabla de percentiles A10 (Hollander y Wolfe,
1973).

Z=469=3633V(4x5/12)

Los tratamientos presentan diferencias significativas cuando la diferencia entre los
rangos medios es mayor o igual que el estadistico anterior (Z=4.69). Para calcular
los valores de rangos medios se empled el paquete estadistico NCSS versién 6.0

(Jenry Hintze).

A los datos de las matrices de las congelaciones (lenta y rapida), se confirmé que
presentaran una distribucion binomial mediante los coeficientes de asimetria y de
Kurtosis (-2 < x > 2). Posteriormente se confirmé la homogeneidad de varianza
mediante las pruebas de Cochan, Bartlett y Hartley (p>0.05) (Steel y Torrie, 1988).
Los datos que no presentaran homogeneidad de varianza se transformaron mediante

raiz cuadrada de Y + 3/8 (Bray et al, 1985 En: Alfaro, 1993). Se realizé6 una ANOVA
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con los datos de los conteos de células con “spike” para encontrar efectos
independientes y/o acumulativos de los tratamientos. Las diferencias entre las
proporciones de la clasificacion celular de células con “spike” se realizé mediante una
prueba de rangos multiples (95% Fisher LSD). Se empleo el paquete estadistico

STATGRAPHICS PLUS para Windows 2.0 (Statistical Graphics Corp.)

Para comparar las observaciones de morfotipos celulares con los resultados de
viabilidad celular por integridad de membrana mediante la citometria de flujo se

realizé una correlacién de Spearman.

Los datos de los promedios de células con “spike” se graficaron para cada
tratamiento denotandose las diferencias estadisticas con letras, basados en los
resultados de la prueba de rangos multiples, asi como se denotan los resultados de

los trabajos de Ogier de Baulny y colaboradores (1999).
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3. RESULTADOS

3.1 Extraccion del material espermatico.

Los espermatéforos empleados en todo el estudio presentaban las siguientes
caracteristicas macroscopicas: color blanco en total ausencia de necrosis, tamano
minimo de diez milimetros de largo. La masa espermatica tenia un color blanco

perlado, aspecto brillante y de consistencia adhesiva.

Al manipular el espermatéforo completo y la masa espermatica, se observé que al
término de cinco minutos de exposicion a la solucidon crioprotectora, el material
espermatico se hidrataba ampliamente y por lo tanto el cambio del volumen era

sustancial, por otro lado, la consistencia adhesiva se disminuia.

3.2 Mediciones de Osmolaridad

Se realizd la medicibn de osmolaridad de las soluciones empleadas en las
congelaciones (sin adicionar el agente crioprotector interno) utilizando un osmémetro
de punto de congelacion. Las lecturas registradas para cada solucion se encuentran
en la Tabla 6. La osmolaridad del agua de mar estéril (35 ppm), la solucién empleada

en las congelaciones rapidas y lentas, fue superior a 1000 mOsmol/kg.
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Al adicionar glucosa y sacarosa a las soluciones se le aumenta la osmolaridad en

aproximadamente 200 mOsmol/kg.

Tabla 6. Osmolaridad de cada uno de las soluciones empleadas en los ensayos de
criopreservacion.

Solucién Crioprotectora Osmolaridad (mOsm/kg)
Agua de mar estéril (35ppm) 1048
Agua de mar estéril con 0.2M de 1245
Glucosa

Agua de mar estéril con 0.2M de 1259
Sacarosa

Agua de mar artificial libre de 739
calcio (Leung-Trujillo y Lawrence,

1987)

Agua de mar artificial libre de 930
calcio con 0.2M de Glucosa

Agua de mar artificial libre de 943

calcio con 0.2M de Sacarosa.

3.3 Evaluacion de la tolerancia de las células a la toxicidad de las soluciones de

congelamiento a temperatura ambiente.

El morfotipo de las células presumidas como viables son aquellas a las cuales se les

observaba la presencia del apéndice celular de Decapodos “spike” (ver Figura 10).

Los morfotipos de células sin “spike” (ver Figura 11A) y las células que presentaban
signos eversion y consiguiente reaccion acrosémica (ver Figura 11B) son células
cuyo morfotipo es radicalmente diferente a las células con “spike”. Estos dos

morfotipos se consideran no aptos para la fertilizacion.
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Figura 10. Morfotipo de célula con (A) "spike”.

Figura 11. Morfotipos de células espermaticas (A) sin “spike” y (B) evertida,
presentando signos de reaccion acrosémica.

El tratamiento menos tdxico a lo largo de todo el periodo de observacién de ciento
veinte minutos fue el que contenia etilen glicol al 5% (=120 min, 88.8 células con
“spike”). EI mas toxico el tratamiento que consistidé en suspender el esperma en agua
de mar artificial libre de calcio (Leung-Trujillo y Lawrence, 1987), el 100% de las

células se evertieron desde el tiempo inicial (t=0) (ver Tabla 7).
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A una concentracion de 10% el metanol, glicerol y Me,SO son menos toxicos que a

concentraciones de 5y 30%.

El 30% de todos los agentes crioprotectores es toxico para las células desde los
primeros treinta minutos. A los ciento veinte minutos la toxicidad mas elevada fue
observada en el tratamiento con metanol al 30%, en promedio se observaron <10%

de células con spike.

En ambos casos, la adicion de 50% de suero fetal bovino y 20 % yema de huevo al
agua de mar artificial libre de calcio (Leung-Truijillo y Lawrence, 1987), mantiene la
viabilidad espermatica estable (=120 min.; 84.0% y 78.6% células con “spike”
respectivamente) por el tiempo evaluado.

Tabla 7. Promedio de células con “spike” en cada uno de los tratamientos de
toxicidad a lo largo del periodo de observacion de 120 minutos.

Tratamiento Tiempo (minutos)
0 | 30 | 60 | 90 | 120

Agua de mar estéril Me,SO

5% 86,0)65,2(64,2|64,0|58,6
Agua de mar estéril Me,SO

10% 84,8165,8(67,8|67,0/66,0
Agua de mar estéril Me,SO

30% 68,665,8(48,6|49,2|45,2

Agua de mar estéril glicerol 5%|79,0|76,8(80,2|76,4|75,8
Agua de mar esteéril glicerol

10% 89,0(88,0(81,6/86,0|86,2
Agua de mar esteéril glicerol

30% 86,4(69,4/69,6/70,6|66,2
Agua de mar estéril metanol

5% 93,0(85,0(85,8|87,4|82,2

Agua de mar estéril metanol
10% 90,6 |88,4|87,8|86,6|85,6
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Agua de mar estéril metanol

30% 94,8188,4|66,4|58,6| 8,2

Agua de mar estéril Etilen
Glicol 5% 90,8190,4(89,8|89,8|88,8

Agua de mar estéril Etilen
Glicol 10% 93,2189,2(87,4|86,6|85,2

Agua de mar estéril Etilen
Glicol 30% 90,4152,0(41,8{37,2|33,4

Agua de Mar Artificial libre de
Ca (29 ppm), 20 % Yema de
huevo y 0.4M Glucosa 84,4179,6(/82,6/80,4|78,6
Agua de Mar Artificial libre de
Ca (29 ppm), SFB 50% y 0.6M

Glucosa 93,0187,0/86,0(85,0|83,7
Agua de Mar Artificial libre de
Ca (29 ppm) 00/00(001]0,0]0,0

Control Agua de Mar estéril |191,0(88,0(/89,0|87,0(87,0

Al escoger mediante la prueba de Kruskal-Wallis la mejor concentracion de cada
tratamiento con respecto al tratamiento control en el tiempo inicial (t=0), se encontr6
(£<1,9600) que el metanol, glicerol y Me,SO al 10% y el etilen glicol al 5% eran las
mejores concentraciones, por lo tanto se tomaron los datos de estos tratamientos
para compararlos entre si en los diferentes tiempos de evaluacién (0, 30, 60, 90 y
120 minutos), en donde mediante la comparacion de rangos medios (Tabla 8) de la
prueba de Miller (Z > 4.69) se encontré6 que en el tiempo inicial (t=0) no hay
diferencia entre las mejores concentraciones de los tratamientos; para el segundo
tiempo (t=30) el tratamiento de 10% Me,SO difiere con los otros tratamientos; para el
tercer tiempo (t=60) no existe diferencia significativa entre los tratamientos de 10%
Me,SO y 10% glicerol ni entre 10% metanol y 5% etilen glicol; para el cuarto tiempo

(t=90) el tratamiento de 10% Me,SO difiere con los otros tratamientos y para el quinto
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tiempo (t=120) al igual que el anterior, el tratamiento de 10% Me,SO difiere con los

otros tratamientos (ver Tabla 9).

Tabla 8. Rangos medios para las concentraciones mas semejantes al control (agua
de mar estéril) en cada tiempo evaluado.

Tratamiento | Tiempo 0 | Tiempo 30 | Tiempo 60 | Tiempo 90 | Tiempo 120
min. min. min. min. min.
10% Me,SO 7.90 4.40 3.70 4.10 3.70
10% Glicerol 10.00 11.70 8.00 10.90 12.10
10% Metanol 11.60 11.40 14.30 11.70 11.60
5% Etilen 12.50 14.50 16.00 15.30 14.60
Glicol

Tabla 9. Diferencia entre las mejores concentraciones de cada agente crioprotector
segun la prueba de Miller.

Tratamiento | Tiempo 0 | Tiempo 30 | Tiempo 60 | Tiempo 90 | Tiempo 120
min. min. min. min. min.
10% Me,SO X X X X X
10% Gilicerol X X X X X
10% Metanol X X X X X
5% Etilen X X X X X
Glicol

3.4 Congelacion Rapida (>5°C/min)

Se congelaron cinco replicas por cada tratamiento evaluando el material espermatico
(espermatoforo completo, masa espermatica y suspension espermatica) y el agente
crioprotector (metanol, glicerol, Me,SO vy etilen glicol) a una concentracion de 10%
(v/v). En ninguno de los tratamientos se observaron células con “spike” (Figura 10).
El total de las células se encontraban evertidas (Figura 11B) indicando un gran

deterioro celular.



68
Criopreservacion espermatica de L. vannamei Magda Lezcano

3.5 Congelacion Lenta (-0.5°C/min).

Se congelaron cinco replicas por cada tratamiento evaluando el material espermatico
(espermatoforo completo, masa espermatica y suspension espermatica) y el agente
crioprotector interno (metanol, glicerol, Me,SO vy etilen glicol) a una concentracion de

10% (v/v), los resultados son descritos en los siguientes numerales.

3.5.1 Congelacion Lenta (-0.5°C/min) del espermatéforo completo.

En la congelacion con el espermatéforo completo y cada uno de los agentes
crioprotectores los porcentajes de células con “spike”, células que morfotipicamente
son viables para la fertilizaciéon, en orden descendente fueron: metanol (25.00%),
Me,SO (15.66%), etilen glicol (12.33%) y glicerol (10.66%) (Tabla 10). El control que
consistia en agua de mar estéril presenté un 10.66% de células con “spike” (Ver
Figura 12).

Tabla 10. Promedio de células con “spike”, desviacion estandar y varianza de la
congelacion lenta con espermatéforo completo.

Tratamiento (Agente Promedio Desviacion Varianza
Crioprotector) estandar
Metanol 25.00 12.16 148.00
Glicerol 10.66 11.59 134.33
Me,SO 15.66 19.85 394.33
Etilen Glicol 12.33 13.65 186.33

Control 10.66 18.47 341.33
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El andlisis de varianza (ANOVA) de los conteos de células con “spike” indicé que

entre los tratamientos no hay diferencia estadistica (P>0.05).

Promedio de Celulas con
ik
o
Il

Metanol Gilicerol Me SO Etilen Control
Tratamientos

Figura 12. Promedio de células con “spike” en la congelacion lenta con
espermatoforo completo. No hay diferencia estadistica entre los tratamientos.

3.5.2 Congelacion Lenta (-0.5°C/min) de la masa espermatica.

En la evaluacion de la congelacion con masa espermatica y cada uno de los agentes
crioprotectores se obtuvieron los siguientes promedios de células con “spike” que en
orden descendente fueron: metanol (61.60), etilen glicol (40.50), Me,SO (31.83) y
glicerol (24.50). El control que consistia en solo agua de mar estéril presentd un
15.66 de células con “spike” (Ver Tabla 11). La varianza y la desviacién estandar se

encuentran en la Tabla 11.
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Tabla 11. Promedio de células con “spike”, desviacidon estandar y varianza de la
congelacion lenta con masa espermatica.

Tratamiento (Agente Promedio Desviacion Varianza
Crioprotector) estandar
Metanol 61.60 12.66 160.30
Glicerol 24.50 9.00 81.10
Me,SO 31.83 21.16 447.76
Etilen Glicol 40.50 9.97 99.50
Control 15.66 9.66 93.60

El analisis de varianza (ANOVA) de los conteos de células con “spike” indico que
entre los tratamientos hay diferencia estadistica (P<0.05). Al realizar la prueba de
rangos multiples (95% Fisher LSD), se observé que el tratamiento con metanol 10%
(v/v), masa espermatica y congelacion lenta presentaba mas células con “spike”,

significativamente diferente a los otros tratamientos (Figura 13).
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Figura 13. Promedio de células con “spike” en la congelacién lenta con masa
espermatica. Diferente letra en la parte superior de cada barra denota diferencia
estadistica (P>0.05).
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3.5.3 Congelacion Lenta (-0.5°C/min) de la suspensién espermatica.

Los datos de la congelacion con suspensién espermatica y con cada uno de los
agentes crioprotectores se transformaron mediante raiz cuadrada de Y +(3/8); la
desviacion estandar y la varianza con los datos ya transformados se encuentran en
la Tabla 12. ElI mayor porcentaje de células con “spike” se obtuvo con el metanol
(44.33%), posteriormente le siguen etilen glicol (27.00%), Me,SO (25.83%) y glicerol
(4.83%). El control que consistia en solo agua de mar estéril presenté un 4.66% de

células con “spike” (Ver Tabla 12).

Tabla 12. Promedio de células con “spike”, desviacion estandar y varianza de la

congelacion lenta con suspension espermatica.

Tratamiento (Agente = Promedio Desviacion estandar de Varianza de los

Crioprotector) los datos transformados datos
transformados

Metanol 44.33 1.36 2.24

Glicerol 4.83 0.78 0.62

Me,SO 25.83 1.59 2.54

Etilen Glicol 27.00 0.96 0.92

Control 4.66 0.79 0.62

Mediante el analisis de varianza (ANOVA) de los conteos de células con “spike” se
observo que entre los tratamientos hay diferencia estadistica (P<0.05). La prueba de
rangos multiples (95% Fisher LSD), indica que los tratamientos con metanol y con
etilen glicol al 10% (v/v) presentaba mas células con “spike”, significativamente

diferente a los otros tratamientos (Figura 14).



72

Criopreservacion espermatica de L. vannamei Magda Lezcano
50
a
c 45 A
o
o 40 -
(2]
2 35
2 30
[ ] a/b
() b

% %‘- 25
T n |
i/
e 15 1
[
S 10
E | c c

0 T | | T T T | |

Metanol Glicerol Me2SO Etilen Control
Tratamiento

Figura 14. Promedio de células con “spike” en la congelacion lenta con suspension
espermatica. Diferente letra en la parte superior de cada barra denota diferencia
estadistica (P>0.05).

3.6 Evaluacion mediante Citometria de Flujo de la integridad de la membrana

celular después de congelaciones lentas (-0.5°C/min).

Al analizar en el citometro de flujo la muestra sin congelar se identificd la poblacion
de espermas de acuerdo al tamano (SSC), granularidad (FSC) (Figura 15) y con

respecto tamano y fluorescencia roja (positiva o negativa) de las células (Figura 16).

Al analizar la muestra sin congelar y tefiida con yoduro de propidio se observo un
80.33% del total de células analizadas presentaban integridad de membrana
(Figura16). Las figuras 17 a 20 representan un ejemplo de las lecturas de cada

agente crioprotector.
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Figura 15. Grafica de Dot-plot de tamafo vs. granularidad de la poblacion
espermatica de la muestra sin congelar. La region R1 representa toda la poblacion
muestreada, las regiones R2 y R3 representan dos poblaciones de células
espermaticas y la region R4 representa al igual células espermaticas mas pequefias
y posiblemente presentando la reaccién acrosémica.
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Figura 16. Grafica de Dot-plot de Fluorescencia de yoduro de propidio vs. tamafio de
la muestra sin congelar. En el cuadrante izquierdo inferior (LL) se encuentran
representadas las células que no se tifieron con el marcador, células con integridad
de membrana. Los distintos colores representan las siguientes regiones de la Figura
15: R1= morado, R2: roja, R3: amarillo, R4: azul.
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Figura 17. Graficas de Dot-plot de una muestra del tratamiento con metanol al 10%
en la congelacién lenta. (A) tamafo vs. granularidad de la poblacion total (B)
fluorescencia de yoduro de propidio vs. tamafio espermatico.
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Figura 18. Graficas de Dot-plot de una muestra del tratamiento con Me,SO al 10%
en la congelacién lenta. (A) tamafo vs. granularidad de la poblacion total (B)
fluorescencia de yoduro de propidio vs. tamafio espermatico.
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Figura 19. Graficas de Dot-plot de una muestra del tratamiento con glicerol al 10%
en la congelacion lenta. (A) tamafo vs. granularidad de la poblacion total (B)
fluorescencia de yoduro de propidio vs. tamafio espermatico.
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Figura 20. Graficas de Dot-plot de una muestra del tratamiento con etilen glicol al
10% en la congelacién lenta. (A) tamafio vs. granularidad de la poblacion total (B)
fluorescencia de yoduro de propidio vs. tamafio espermatico.
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Los dos mejores agentes crioprotectores en términos de integridad de membrana
fueron etilen glicol y metanol (13.03 y 7.90% respectivamente) (ver Figura 21), asi
mismo éstos dos agentes crioprotectores presentaron la mayor cantidad de células
con “spike” al observar estas mismas muestras al microscopio y realizar la

caracterizacion morfotipica (ver Tabla 13).

Tabla 13. Promedio de células con integridad de membrana, células con “spike”,

desviaciéon estandar y varianza de la congelacion lenta con suspension espermatica.

Tratamiento Promedio de Promedio de Desviacion Varianza
(Agente Células con Células con estandar (IM) (IM)
Crioprotector) spike Integridad de
Membrana (IM)
Metanol 66.00 7.90 2.40 5.76
Glicerol 15.75 1.82 0.89 0.80
Me,SO 38.25 1.11 0.62 0.38
Etilen Glicol 45.25 13.03 8.07 65.26
Control 0.25 1.04 0.03 0.00

' Observacion optica de morfotipos en la misma muestra para citometria.
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Figura 21. Promedio de células con integridad de membrana en la congelacion lenta
con suspension espermatica.
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Al realizar la comparacién estadistica entre las observaciones de morfotipos y los
resultados de integridad de membrana de las muestras sin congelar se encontro por
medio de la correlacion de Spearman que existe una correlacion positiva igual a

0.65084 (P=0.0019).

3.7 Estandarizacién de la concentracion de lonéfora A23187 para la evaluacion

de la reaccion acrosémica espermatica.

En ninguna de las muestras de las diferentes concentraciones de londfora se
observdo mas de 5% de células evertidas o con signos de haber incurrido en la

reaccion acrosomica (Figura 11 B) descrita por Clark y colaboradores (1981).



78
Criopreservacion espermatica de L. vannamei Magda Lezcano

4. DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Extraccién del material espermatico.

El aumento de tamano en el espermatéforo y la masa espermatica debido a la
hidratacion es un fendmeno que también se observa en los espermatéforos de
Macrobrachium rosenbergii empleados por Chow y colaboradores (1985), esta
hidratacion hace que la sustancia adhesiva del material sea diluida y por lo tanto esta

caracteristica también se disminuye.

Al reducirse la adhesion del material espermatico (masa espermatica y
espermatoforo) se dificulta la inseminacion artificial ampliamente empleada en
programas de mejoramiento genético y descrita en Ramos (1990), debido a que
parte del éxito consiste en adherir el material espermatico al télico de la hembra en el
momento del desove, para asi ser fertilizados los ovocitos al pasar por el
espermatoforo (Wedler, 1988). Hasta el momento ningun grupo de investigadores ha
podido sobrepasar este hecho en especies parecidas a L. vannamei (com. per.

Subramanian Bhavanishankar").

" Universidad de Madras, India
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Sin embargo, el proceso de fertilizacion en cualquier especie esta relacionado con
muchos aspectos, no solamente dependientes del esperma, sino de la hembra y del
medio exterior en donde tenga lugar la fertilizacion, por tal razén, en mamiferos por
ejemplo, se emplea un medio especifico para realizar la fertilizacion artificial; al no
estar sincronizados y en las mejores condiciones los aspectos anteriormente
mencionados, el éxito es dudoso, por consiguiente, para inferir mas adecuadamente
la capacidad de fertilizacién del esperma es necesario evaluar y correlacionar la
mayor cantidad de parametros posibles, por otro lado, Rana (1995) afirma que hasta
el momento no existe verdaderamente una correlacion positiva entre las técnicas de

evaluacion de viabilidad y realmente el potencial fertilizante del esperma evaluado.

4.2 Mediciones de Osmolaridad

Los valores de osmolaridad de las soluciones empleadas como disolventes en la
presente evaluacion son bastante altos, mayores a 700 mOsmol/kg, (Tabla 6),
comparados con los normalmente empleados en programas de congelacion de
especies de peces dulceacuicolas, bovinos y humanos en donde valores cercanos a
300 mOsmol/kg son los 6ptimos (Denniston et al., 2000). En éstas mismas especies,
osmolaridades de 800, 1000 y >1000 mOsmol/kg son perjudiciales y se disminuye
seriamente la calidad espermatica de la muestra (Conget et al., 1996). Sin embargo,
es importante tener en cuenta que L. vannamei es una especie marina donde el
medio natural presenta gran cantidad de solutos, haciendo igualmente alta la

osmolaridad a la cual el individuo y sus sistemas celulares se deben mantener.
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4.3 Evaluacion de la tolerancia de las células a la toxicidad de las soluciones de

congelamiento a temperatura ambiente.

En el tratamiento con agua de mar artificial libre de calcio (Leung-Truijillo y Lawrence,
1987), se encontraron todas las células evertidas desde el tiempo inicial (t=0),
indicando una excesiva toxicidad debida a la osmolaridad del medio (739
mOsmol/kg). Al ser suspendidas las células en soluciones de bajas osmolaridades, el
agua tiende a entrar en la célula produciendo la eversién celular similar a la ocurrida
en la reaccion acrosomica, el cual es un dano irreversible en el esperma de
Decapodos (Bhavanishankar y Subramoniam, 1997). Lo anterior concuerda con lo
expuesto por Medina y Rodriguez (1992) en donde sugiere que la hidratacién de los
espermas de Uca tangeri conlleva a la eversion celular. En este sentido, soluciones
con osmolaridades menores a la del agua de mar 35 ppm (1048 mOsmol/kg) son
perjudiciales para el esperma de L. vannamei. De gran importancia, es que los
individuos de Penaues setiferus empleados en el estudio que dio lugar a la
formulacion del agua de mar artificial libre de calcio (Leung-Trujillo y Lawrence,
1987), se encontraban a una salinidad inferior a 34 ppm; mientras que los individuos

empleados en el presente trabajo se encontraban a una salinidad promedio de 35

ppm.

Chow y colaboradores (1985) en la criopreservacion de Macrobrachium rosenbergii

emplean agua dulce filtrada o agua fisiologica como medio diluyente en la
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composicion de los medios crioprotectores, pero esta especie es un camaron de
agua dulce, el cual esta acostumbrado a desovar a niveles de salinidad bastante
bajos, cerca de 14 ppm (Wedler, 1998), esto hace que la osmolaridad del medio
natural sea al igual bajo, dando la posibilidad de emplear este tipo de diluyentes sin
causar un dafo osmotico a la célula. En L. vannamei, una especie marina, es
necesario una osmolaridad mucho mas alta, cercana a los 1000 mOsmol/kg
(osmolaridad del agua de mar 35 ppm) para no crear un dafio irreversible en el
esperma, esto, confirma lo expuesto por Bray y Lawrence (1998) en donde afirman

que el agua de mar no acarrea dafios morfolégicos en el esperma.

En el esperma de mamiferos, generalmente los cambios de tamafo debido a
diferencias osmoticas no son excesivamente perjudiciales (Bhavanishankar y
Subramoniam, 1997), habitualmente se observa, un ensanchamiento del apéndice
espermatico (Lomeo y Giambersio, 1991). Segun Conget y colaboradores (1996) por
el contrario, éstos cambios en el esperma de peces dulceacuicolas son criticos al
observarse la disminucion en la motilidad del mismo. Adicionalmente, en especies de
peces marinos, los choques osmdticos, en especial los hypo-osmoéticos generan
cambios dramaticos en la morfologia espermatica, generalmente representados por
ruptura de la membrana plasmatica y mitocondrial (Gwo, 2000b). En Decapodos,
estos cambios conllevan a dafos irreversibles (Bhavanishankar y Subramoniam,
1997), el principal fendmeno observado en esperma de L. vannamei cuando se
sometio a soluciones de osmolaridades menores a 1000mOsmol/kg como lo es el

agua de mar artificial libre de calcio descrita por (Leung-Trujillo y Lawrence, 1987), es
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la eversion del esperma, debido a la entrada excesiva de liquido a la célula para

regular una situacion hipotonica.

La toxicidad osmotica del agua de mar artificial libre de calcio (Leung-Trujillo y
Lawrence, 1987), puede ser disminuida al adicionar sustancias que aumenten la
osmolaridad de los medios, como lo son, la de yema de huevo, el suero fetal bovino y
la glucosa; que a su vez pueden ser crioprotectores externos, al adicionar éstas, se
observd a los ciento veinte minutos que la cantidad de células con “spike”

ligeramente habia disminuido del 80%.

A los treinta minutos de exposicién el Me,SO en sus tres concentraciones (5, 10 y
30%) y los cuatro agentes crioprotectores (metanol, Me,SO, glicerol y etilen glicol) a
una concentracion de 30%, presentan una seria disminucion de las células con
“spike”, esto segun Arun y Subramoniam, (1997) sugiere una toxicidad tardia de los
agentes crioprotectores debida a una interaccion bioquimica en vez de una accién
osmotica. Por otro lado, es bien conocida la toxicidad del Me,SO a temperaturas
fisiologicas (Lin y Chao, 2000) lo que puede dafar el acrosoma, pero ésta toxicidad
se disminuye al adicionarlo a bajas temperaturas (Bhavanishankar y Subramoniam,
1997), haciendo necesario que la temperatura de adicion de los agentes
crioprotectores a las células, sea monitoreada y de gran cuidado durante el proceso
de congelacion-descongelacion. Al comparar los tratamientos en cada uno de los
tiempos observados (0, 30, 60, 90 y 120 min.) se observa que la mejor concentracion

para Me,SO (10%) es diferente a los otros tratamientos desde el segundo tiempo de
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observacion (t=30), este hecho es otro indicador de la importancia del manejo de las

muestras que sean expuestas al Me,SO.

La mejor concentracion para metanol, Me,SO vy glicerol fue al 10%, con etilen glicol
fue al 5%, confirmando lo expuesto por Bhavanishankar y Subramoniam (1997) en el
esperma de Scylla serrata donde los crioprotectores son menos toxicos entre 5 y
15% pero a concentraciones mayores, se presentan dafios en el morfotipo de la
célula. Por tal razén, en la evaluacion de las congelaciones rapidas y lentas se
empled el 10% de todos los agentes crioprotectores, pues era necesario tener un
valor constante para asi realizar con mayor confianza comparaciones entre los

tratamientos.

La baja toxicidad del etilen glicol a concentraciones de 5 y 10% concuerda con lo
expuesto por Sommerfel y Niemann (1999) quienes aseguran que el etilen glicol no

es una sustancia toxica para células como embriones bovinos.

La presencia de calcio en el medio circundante a las células espermaticas de L.
vannamei no activa la reaccion acrosémica como si lo hace en otras especies como
Scylla serrata (Bhavanishankar y Subramoniam, 1997) al parecer, en L. vannamei la
concentracion de calcio debe ser bastante alta para que se induzca el ingreso del
calcio activador de la reaccion acrosémica o también puede ser que esta especie

necesite otro tipo de activacion.
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4.4 Congelacion Rapida (>5°C/min).

Las células espermaticas de L. vannamei fueron sensibles a las congelaciones
rapidas (>5°C/min) al igual que el esperma de Sicyonia ingentis como lo descrito por
Anchordoguy y colaboradores (1988). Con el protocolo evaluado de congelacion
rapida, en ninguno de los tratamientos evaluados (etilen glicol, glicerol, metanol y
Me,SO vs. masa espermatica, espermatdoforo y suspension espermatica) se

encontraron células con “spike” post-descongelacioén.

Muchos autores sugieren que el problema de criopreservar sistemas celulares como
la masa espermatica y el espermatdéforo, radica principalmente en dos factores, el
primero propone la dificultad de penetracion de los agentes crioprotectores antes de
congelar y por lo tanto se sugiere que no todas las células se ven protegidas; el
segundo expone la dificultad en la remocion de los agentes crioprotectores en el
momento de la descongelacion y por lo tanto puede existir una toxicidad de éstos al
aumentar la temperatura. Sin embargo, vale la pena anotar que la hidratacién de
estos materiales espermaticos fue uno de los principales fendmenos encontrados,
por lo tanto, no se puede atribuir la carencia de resultados a los fendmenos
anteriormente descritos. Por otro lado, Arun y Subramoniam (1997), estima necesario
para la congelacion de células que no se encuentren en suspension, un periodo de
equilibrio entre 15 a 30 minutos, el cual fue cubierto completamente, pues el periodo
de contacto previo a la congelacion fue de una hora para estos dos tipos de material

espermatico.
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Debido a que casi el 100% de las células observadas después de la descongelacion
se encontraban evertidas, se asume, que en el proceso de rapida congelacion-
descongelacion altera las células de forma tal que se evierten durante el proceso.
Una posible causa segun Edashige y colaboradores (1999) puede ser la
desestabilizacion del citoesqueleto haciéndolo mas débil a los choques osmaticos,
propios de todo proceso de congelacion-descongelacién. Por otro lado, Bailey y Buhr
(1993) atribuyen una mayor permeabilidad de las células después de los protocolos
de congelacion rapida, lo que ocasionaria una mayor entrada de liquidos a la célula 'y
al no poder ésta regular su entrada por presentar danos en el citoesqueleto, se

presenta facilmente la eversion de las células.

Al parecer, la tasa de descongelacion no tiene una importancia tan grande como lo
es la tasa de congelaciéon segun Anchordoguy y colaboradores (1988), por lo tanto,
en el presente trabajo no se evaluaron diferentes tasas de descongelacion; solo se
trat6 de emplear una tasa que en lo posible no permitiera la recristalizacion (Fiser et

al., 1986).

4.5 Congelacion Lenta (-0.5°C/min).

El empleo en la congelacion de una solucién altamente osmaética como el agua de

mar estéril (>1000 mOsmol/kg) puede proporcionar mejores resultados durante el

proceso de congelacion, asi lo aseguran Takamatsu y Rubinsky (1999) quienes
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afirman que en soluciones de una alta osmoélaridad inicial, posiblemente se cambie
la morfologia de los cristales de hielo, produciendo una interaccién entre células-hielo

mucho mas provechosa para las células.

Los resultados obtenidos con el protocolo de congelacion lenta (-0.5°C/min)
confirman lo expuesto por Bhavanishankar y Subramoniam (1997), quienes
encontraron en Scylla serrata tasas de congelacion inferiores a -5°C/min presentaban
mejores resultados con los mismos agentes crioprotectores evaluados en el presente
trabajo. Asi mismo Behlmer y Brown (1984) encontraron a -0.5°C/min un 17% de
fertilizacion con semen criopreservado de Limulus poliphermus. Adicionalmente,
segun McGann y colaboradores (1988) existe un menor dafio de la membrana celular
en las congelaciones lentas que en las congelaciones rapidas, debido a la posibilidad
en las congelaciones rapidas de la formacién hielo intracelular el cual dafiaria la

célula irremediable.

En las tres congelaciones lentas con los tres tipos de material espermatico, se
encontré que el metanol al 10% es el agente crioprotector que mayor cantidad de
células con “spike” presentaba después de la congelacion-descongelacion (61.6% en
la congelacion con masa espermatica), sugiriendo una mejor proteccién celular
comparada con los otros agentes crioprotectores evaluados. Asi mismo, en la
criopreservacion espermatica de Tilapia: (Rana y McAndrew, 1989), de Bocachico
(Bernal y Uribe, 1993) y de Bagre y Cachama (Gonzalez y Fresneda, 2000) el

metanol también ha sido catalogado como el mejor crioprotector; en la
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criopreservacion de Salmonidos sus Optimos resultados dependen de la tasa de
congelacion empleada (Lahnsteiner et al., 1997). Sin embargo, en el Brachiura Scylla
serrata los resultados no fueron iguales, presentando el mas bajo porcentaje de
células viables (Bhavanishankar y Subramoniam, 1997), siendo el glicerol el mejor
crioprotector para esta especie (Jeyalectumie y Subramoniam, 1989). Este resultado
con L. vannamei indica una accion especifica relacionada con la especie (Holt,
2000), siendo para el Decapodo L. vannamei el metanol el agente crioprotector mas

optimo.

La posible justificacion del optimo resultado del metanol puede ser la baja
osmolaridad de éste agente crioprotector, lo cual disminuye la posibilidad de un

choque hiperosmoético durante el proceso de congelacién lenta (Gwo y Lin, 1998).

Al observar los porcentajes de células con “spike” en las tres congelaciones con los
tres tipos de material espermatico se observa que al emplear glicerol 10% (v/v), éste
no protegid las células como los otros crioprotectores (metanol, Me,SO vy etilen
glicol), segun Anchordoguy y colaboradores (1987) durante congelaciones lentas la
interaccidon entre el glicerol y la bicapa fosfolipidica es desestabilizada y por lo tanto
su accion protectora se ve disminuida. Por otro lado, segun Parks y Graham (1992),
existe evidencia que el glicerol interfiere en la configuracion de las cabezas de los
fosfolipidos de la membrana celular, reduciendo la fluidez de ésta. Adicionalmente
éste interactua con las proteinas y glicoproteinas causando un agrupamiento de las

particulas intramembranosas; por ultimo, reduce la capacidad eléctrica de la
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membrana y afecta la polimerizacion y depolimerizacion de los microtubos, afectando
la membrana plasmatica; todos estos fendmenos altamente dafinos para la célula.
Finalmente Gao y colaboradores (1992) afirman que la temperatura y el tiempo de la
adicion y remocion (descongelacién) del glicerol influyen en la toxicidad que pueda
éste ocasionar, por lo cual se necesitaria la evaluacion de éstos parametros solo

para el glicerol.

El tratamiento control no contenia ningun agente crioprotector, por lo tanto, el 4.66%
de células con “spike” de dicho agente crioprotector en la congelacion en suspension
espermatica, indica la capacidad intrinseca de las células a soportar el protocolo
evaluado de congelacién-descongelacion. Por otro lado, se observa que todos los
valores de células con “spike” de los tratamientos con cada uno de los agentes
crioprotectores en cada uno de los tipos de material espermatico era mayor al
obtenido mediante el tratamiento control correspondiente, lo cual ratifica la
conveniencia de emplear agentes crioprotectores internos que aumenten la viabilidad
espermatica acompanando a ésta durante el proceso de congelacion-

descongelacion.

Se encontré una mayor proporcion de células con “spike” en las congelaciones con
masa espermatica, sugiriendo una proteccion natural de la masa espermatica en las
células, confirmandose lo expuesto por Bhavanishankar y Subramoniam (1997). Por
otro lado, es de esperar que al manipular las células para realizar la suspension

espermatica y al colocar la célula en un medio sin la contextura a la cual estaba
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acondicionada, ésta entre en un mayor estrés y asi su resistencia al proceso

evaluado, se vea disminuida.

La diferencia entre los resultados de los tres tipos de material espermatico
evaluados, implican diferencias intrinsecas en los tres tipos de material. Los sistemas
de tejidos celulares generalmente han sido catalogados como sistemas complicados
de criopreservar (Acker et al., 1999; Paynter et al., 1999), debido a que se necesita
una coordinacion e interaccion entre los constituyentes celulares, las células
adyacentes y la matriz extracelular (Acker et al., 1999). Uno de los fenbmenos
observados con mayor frecuencia en la criopreservacion de estos sistemas es la
formacion de cristales intracelulares, hecho que es dificil de evitar debido a la
complejidad del sistema (Acker et al., 1999). Por otro lado, es mas facil crear medios
altamente osmoéticos y téxicos para las células en el momento de la penetracion y
remocién del agente crioprotector (Newton et al., 1998). En términos de transmision
de la temperatura, generalmente se crea un gradiente de temperatura a lo ancho del
sistema produciendo diferencias entre las células mas externas y las internas (Gook
et al., 1999). Por ultimo, al estar las células muy cerca la una a la otra, la superficie
de permeabilidad se ve disminuida. Sin embargo, dado los resultados obtenidos,
estas células espermaticas de L. vannamei pueden adecuarse y sobrepasar todos

los fendmenos anteriores.
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4.6 Evaluacion mediante Citometria de Flujo de la integridad de membrana

celular después de congelaciones lentas (-0.5°C/min).

Al analizar con yoduro de propidio la muestra sin congelar y suspendida en tampdn
FACs modificado, se observd que el 80.33% del total de células analizadas
presentaban integridad de membrana (Figura 16), indicando, que la manipulacién de
las células genera una disminucién del numero de células que presenten integridad
de membrana. Lo anterior, ha sido previamente reportado en estudios de integridad
de membrana por Fluorometria del esperma de O. niloticus (Linhart et al., 1993 En:
Rana, 1995), en donde se observé que durante un periodo de equilibrio de 30

minutos, un 30% de las células perdian su integridad de membrana.

Al comparar entre los resultados de la observacién de morfotipos y de integridad de
membrana por citometria en las muestras sin congelar (Tabla 13) se observa que los
promedios de viabilidad por citometria son muy inferiores a los obtenidos mediante la
diferenciaciéon de morfotipos. Este, era un resultado esperado, ya que la citometria es
una técnica mas sensible, dado que se puede diferenciar por tamano, e integridad de
membrana al marcar la muestra con yoduro de propidio. Este tipo de resultados
también han sido analizados en los estudios de viabilidad celular por citometria en O.
mykiss (Ogier de Baulny et al., 1997) en donde la proporcion de esperma viable por
motilidad es superior a la proporcion de esperma viable por integridad de membrana,

por tal razén, se denomina a las evaluaciones por microscopio como subjetivas y a
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las evaluaciones por citometria como objetivas (com. per., Gerard Maisse'). Sin
embargo, al existir estadisticamente una correlacién positiva se deduce que ambos
métodos de evaluacién de la viabilidad tienden a dar resultados que en términos
generales se pueden considerar equivalentes, sin embargo para una mejor inferencia

e interpretacion de los datos, se debe complementar entre las dos evaluaciones.

Al comparar las graficas de tamafo vs. granularidad de las muestras sin congelar y
las muestras congeladas, en todas se observa que las células viables post-
descongelacion presentan un menor tamafo que las células viables de la muestra sin
congelar, este puede ser el indicio de una falta de rehidratacién completa después de
la descongelacion y por lo tanto el tamafo celular es ligeramente mas pequefio que

el tamafio previo a la congelacion.

Analizada la region R4 (figura 15) de la muestra sin congelar, se observan células
mas pequefnas, presumiblemente, las mismas células espermaticas pero evertidas,
pues al ocurrir la reacciéon acrosomica lo mas probable es que el nucleo quede
aprisionado por el acrosoma y por lo tanto la regiéon que es tefida es mas pequena y

asi mismo sera observada mediante la citometria de flujo.

El mayor porcentaje de células con integridad de membrana se obtuvo al emplear
10% de etilen glicol (13.03%). Confirmando lo expuesto por McGann y colaboradores

(1988) quienes afirman que mas del cincuenta por ciento de las células pierden su

TINRA, Francia
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integridad de membrana durante el proceso congelacién-descongelacion,
posiblemente debido a el estrés ocasionado por dicho proceso, que conlleva una
mayor sensibilidad de los componentes y estructuras de la célula. Asi mismo, en O.
mykiss, una especie cuyos protocolos de criopreservacion han sido ampliamente
reportados y evaluados, el mayor porcentaje de células con integridad de membrana
fue del 18% con 10% Me,SO (Ogier de Baulny et al., 1997). Al comparar estos dos
porcentajes se confirma lo expuesto por McGann y colaboradores (1988) quienes
afirman que la perdida de integridad de membrana es el dafo mas comun
independiente de la causa y del sitio de la lesion inicial en la célula congelada y

descongelada.

4.7 Estandarizacion de la concentracion de lonofora A23187 para la evaluacion

de la reaccion acrosdmica espermatica.

En ninguna de las concentraciones de lonofora A23187 de los diferentes
tratamientos se encontré un porcentaje mayor al 5% de células evertidas, por lo
tanto, bajo el protocolo evaluado no se puede hacer una correcta inferencia de la
capacidad de éstas células espermaticas a presentar la reaccion acrosémica
inducida por la lonéfora. Sin embargo, hay que tener en cuenta la cantidad de calcio
del agua de mar, medio extracelular al que las células normalmente estan
acondicionadas, esto hace que la cantidad de calcio que tiene que entrar en la célula
para activar la reaccion acrosomica sea bastante alto y asi mismo la cantidad de

lono6fora disponible para ayudar al calcio a entrar en la célula es bastante alta. La
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correlacion entre la cantidad inicial de calcio intracelular y extracelular, la cantidad de
lon6fora suministrada y el tiempo de reaccion se encuentran estrechamente
relacionadas y asi lo explican Bailey y Buhr (1993), quienes en el esperma de
bovinos encontraron que al adicionar 0.1 micromolar de lon6fora se obtenian bajos
porcentajes de células presentando la reaccion acrosémica; mientras que al
adicionar calcio al medio extracelular (1 mM de Ca) y 0.1 micromolar de lonéfora se
obtenian mayores porcentajes de células con reaccién acrosémica a los quince
segundos de adicion de la londfora (P<0.0177), por lo tanto ellos concluyeron la
importancia de la relacién entre el calcio extracelular y la cantidad de londfora

empleada en la evaluacion.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La perdida de la adhesividad del material espermatico durante su manipulacion
hacen que el proceso de fertilizacion de hembras con éste material criopreservado
deba emplear un protocolo y un manejo distinto al normalmente empleado en los
procesos de inseminacion artificial, lo que hace necesario una mas amplia

investigacion para su optimizacion.

Los medios empleados para un adecuado mantenimiento del esperma de L.
vannamei presentan grandes valores de osmolaridad, hecho que se le atribuye a la
gran cantidad de sales presentes en el agua de mar; medio natural de desarrollo
para esta especie. La disminucion en la osmolaridad (<1000 mOsmol/kg) de los

medios acarrean cambios significativos en el morfotipo del esperma.

Se comprobo la necesidad de emplear bajas concentraciones de los agentes
crioprotectores en las células, dado su alta toxicidad a concentraciones cercanas al

30%.

El esperma de L. vannamei no es tan sensible a la concentracién de calcio

extracelular como lo son otras especies de Decapodos, lo que posibilita la utilizacion
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de agua de mar estéril como solucién empleada en la manipulacién de éste tipo de

células.

La curva de congelacion de las ceélulas espermaticas de L. vannamei es muy
importante en el éxito del proceso de criopreservacion, dado que a curvas de
congelacion rapidas no se obtuvieron células morfotipicamente viables, es posible
presumir que las condiciones intrinsecas de las células no permiten que éstas

sobrepasen un proceso de rapida congelacion-descongelacion.

Al presentarse mayores porcentajes de células morfotipicamente viables post-
descongelacion en la criopreservacion lenta de la masa espermatica, se estima que
para éstas células existe una crioproteccion debida al material que conforma la
envoltura de la masa gelatinosa en donde se encuentran las células en su forma

natural.

Para la criopreservacion de éstas células se estima que el metanol al 10%, protegera

mas adecuadamente la célula durante el proceso de congelacion-descongelacion.

La citometria de flujo es una técnica que diariamente esta adquiriendo gran
importancia en la evaluacidon de diferentes tipos de células, la importancia de ésta
técnica radica en la facilidad de caracterizar diferentes parametros evaluativos en

muy corto tiempo, lo que permite una mayor eficacia en la caracterizacion celular;
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pero, es menester la adecuada inferencia de los resultados que se obtienen por

medio de ésta técnica.

Mediante la evaluacién por citometria de flujo de la integridad de la membrana celular
de las células sometidas a un protocolo de congelacion lento, se observa que el
mayor dafno celular es localizado en la membrana celular. Por lo tanto, se hace
necesario implementar las soluciones empleadas en la congelaciéon con sustancias
que procuren una mayor proteccion a la membrana celular, para lo cual se deberian
realizar experimentos que empleen proteinas anticongelantes o sustancias que
faciliten una elasticidad de la membrana como el acido tetracetico de etilen glicol
(EGTA) o nuevas curvas de congelacion que se pueden disefiar mediante programas
de modelamiento criogénico teniendo en cuenta las caracteristicas intrinsecas de

éstas células.

El empleo de lonofora A23187 para la determinacion de la calidad espermatica es de
gran importancia en otras especies, por lo tanto es necesario continuar su evaluacion
en L. vannamei, pues la lonéfora no solo se emplea en la evaluacion espermatica

sino también en otros muy importantes procesos de biotecnologia reproductiva.
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Anexo A: Diagrama de Flujo de la Metodologia
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Anexo C. Conteos celulares en la congelacion lenta con espermatéforo.

Pajilla Morfotipos

Tratamiento No. spike | sin spike evertidas
Glicerol 10% 1 23 10 67
Glicerol 10% 2 0 0 100
Glicerol 10% 3 9 10 81
Me,SO 10% 4 38 7 66
Me,SO 10% 5 9 4 87
Me>SO 10% 6 0 4 96
Etilen Glicol 10% 7 10 4 86
Etilen Glicol 10% 8 27 13 60
Etilen Glicol 10% 9 0 1 99
Metanol 10% 13 19 16 65
Metanol 10% 14 39 19 42
Metanol 10% 15 17 19 64
Control 10 0 0 100
Control 11 0 0 100
Control 12 32 12 56
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Anexo D. Conteos celulares en la congelacion lenta con masa espermatica.

Morfotipos

Tratamiento |Pajilla No.| spike | sin spike | evertidas
Metanol 10% 1,1 75 7 18
Metanol 10% 1,2 74 12 14
Metanol 10% 2.1 59 20 21
Metanol 10% 2,2 54 10 36
Metanol 10% 3.1 46 15 39
Me>SO 10% 4.1 72 20 8
Me,SO 10% 4,2 15 6 79
Me,SO 10% 5.1 27 13 60
Me,SO 10% 5,2 14 10 76
Me,SO 10% 6,1 31 24 45
Me,SO 10% 6,2 32 15 53
Etilen Glicol 10% 7,1 41 30 29
Etilen Glicol 10% 7,2 40 13 47
Etilen Glicol 10% 8,1 33 21 46
Etilen Glicol 10% 8,2 29 14 57
Etilen Glicol 10% 9.1 58 15 27
Etilen Glicol 10% 9,2 42 20 38
Glicerol 10% 13,1 16 37 47
Glicerol 10% 13,2 34 38 28
Glicerol 10% 14,1 27 41 32
Glicerol 10% 14,2 11 54 35
Glicerol 10% 15,1 31 46 23
Glicerol 10% 15,2 28 48 24
control 10,1 7 42 51
control 10,2 26 9 65
control 11,1 29 33 38
control 11,2 7 10 83
control 12,1 10 29 61
control 12,2 15 12 73
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Anexo E. Conteos celulares en la congelacién lenta con suspensidén espermatica.

Morfotipos

Tratamiento |(Pajilla No.| spike | sin evertidos
Metanol 10% 1,1 54 20 26
Metanol 10% 1,2 59 20 21
Metanol 10% 2.1 28 9 63
Metanol 10% 2,2 72 7 21
Metanol 10% 3,1 29 14 57
Metanol 10% 3,2 24 5 71
Glicerol 10% 4.1 6 8 86
Glicerol 10% 42 6 5 89
Glicerol 10% 5,1 0 93 7
Glicerol 10% 5,2 4 21 75
Glicerol 10% 6,1 6 8 86
Glicerol 10% 6,2 7 11 82
Me,SO 10% 7.1 10 9 81
Me,SO 10% 7,2 15 11 74
Me,SO 10% 8,1 59 37 4
Me,SO 10% 8,2 16 10 74
Me,SO 10% 9,1 29 10 61
Me,SO 10% 9,2 26 15 59
Etilen Glicol 10% 10,1 32 12 56
Etilen Glicol 10% 10,2 20 12 68
Etilen Glicol 10% 11,1 22 32 46
Etilen Glicol 10% 11,2 47 18 35
Etilen Glicol 10% 12,1 19 26 55
Etilen Glicol 10% 12,2 22 26 52
control 13,1 8 24 68
control 13,2 4 15 81
control 14,1 1 1 98
control 14,2 2 7 91
control 15,1 3 7 90
control 15,2 10 4 86
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Anexo F. Porcentajes de Integridad de Membrana y células con “spike” de la
muestras de suspension espermatica congeladas lentamente.

Replica

1

Replica 2

Porcentaje células
con “spike” observacion

Porcentaje células
con integridad

Porcentaje células
con “spike” observacion

Porcentaje células
con integridad

Tratamiento morfolégica de membrana morfolégica de membrana
Me,SO 56 1,11 48 0,46
Me,SO 49 1,95 0 0,95
Metanol 61 6,08 56 9,55
Metanol 75 5,62 72 10,36
Glicerol 0 1,25 13 0,86
Glicerol 21 2,52 29 2,65

Etilen Glicol 64 19,66 59 20,24
Etilen Glicol 58 4,68 0 7,54
Control 0 1 0 1,08
Control 1 1,05 0 1,05
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Anexo G. Conteos celulares de la estandarizaciéon de la lonofora A23187 para la

evaluacion de la reaccidon acrosomica.

Morfotipos
Tratamiento| Spike | Sin spike | Evertidas
8 98 2 0
8 86 10 4
8 95 4 1
24 94 5 1
24 88 9 3
24 91 6 3
40 94 3 3
40 86 8 6
40 90 6 4
56 89 6 5
56 87 9 4
56 84 12 4
Promedio | 90,17 6,67 3,17




