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BECA ESTUDIO PRIMER ANO

EFECTO DE LA ADICION DE TREALOSA A UN DILUYENTE TRIS BASE SOBRE LA
SUPERVIVENCIA ESPERMATICA AL DESCONGELADO EN FELINOS

Objetivo

Evaluar el efecto de la adicion de ftrealosa al diluyente Tris base sobre la
supervivencia espermatica al descongelado.

Hipotesis

La incorporacion al diluyente Tris Base de concentraciones de trealosa que no
modifiquen la osmolaridad del TRIS producira una mayor accién protectora sobre los
espermatozoides durante el proceso de congelacion-descongelacion.

MATERIALES Y METODO
Disefio experimental

Se utilizaron gatos (n=4) mestizos, de entre 24 y 36 meses de edad, sanos, con un
peso entre 3 y 5 Kg y en actividad sexual en un disefio aleatorio (1). Los animales
fueron alojados en una habitacién acondicionada y sometidos a un régimen de luz
artificial de fotoperiodo largo (14 horas luz diarias), con ldamparas incandescentes de
100 W (2), a fin de mantener estable la produccion espermatica (3). Luego de
permanecer 45 dias en este régimen de luz, los gatos fueron anestesiados con
ketamina (25 mg/kg i.m.), xylazina (1mg/kg i.m.) y atropina [0.04 mg/kg i.m.; (4)] y
sometidos a electroeyaculacién para obtencién de un eyaculado (5). El procedimiento
se realiz6 1 vez cada 20 dias en cada animal.

Para realizar la congelacion de semen de los felinos experimentales se utilizaron dos
diluyentes DIL (n=2) diferentes. Un eyaculado de cada gato se mezcl6é con un volumen
calculado de cada uno de los DIL descriptos para obtener una concentracion final de 50
x106 espermatozoides/ml. Se utilizé un DIL TRIS sin agregado de trealosa [TRIS0] o
con el agregado de, 0,312% (3,3 mOsm) [TRIST] de trealosa. El DIL TRIS que se utilizd
tiene la siguiente composicion: Tris (2,4 g), acido citrico (1,4 g), fructosa (0,6 g), glicerol
(4 g), yema de huevo (20% v/v), penicilina sodica (0,06 g), sulfato de estreptomicina
(0,1 g), y agua destilada (cantidad suficiente para (csp) 100ml) (6). Luego de un tiempo
de equilibracién de 20 minutos a 4°C (7), el semen diluido se envasé en pajuelas de
0,25 ml y congel6 de acuerdo a la técnica descripta por Andersen (8). La
descongelacién del semen se realizé a 37 °C durante 15 segundos (9).

Pruebas de contrastacion del material seminal in vitro

Los eyaculados obtenidos se colocaron en un bafio termostatizado a 37°C. y fueron
sometidos a las siguientes pruebas de contrastacion:

Examen macroscopico: 1) Color; 2) Aspecto; 3) Volumen (ml).

Examen microscépico: 1) Concentracion espermatica (CE; 106/ml), se calculd
realizando el conteo en camara de Neubauer (10); 2) Motilidad individual (Ml), 10 Cllde
semen fresco se colocd en un portaobjetos limpio a 37°C, se le colocé un cubreobjetos
y se observé por microscopia a 400 X, en varios campos se estimd el porcentaje de

Formulario Informe Cientifico de Beca 2



1 Comisidn de .
= Investigaciones
Cientificas

espermatozoides con motilidad progresiva (10, 11); 3) Vigor (VI, escala 1-5) 10 [l de
semen fresco se coloco en un portaobjetos limpio a 37°C, se le colocd un cubreobjetos

y se observd por microscopia a 400 X, en varios campos se estim6 el tipo de
movimiento individual (10, 11); 4) Porcentaje de vivos (PV), se coloco 10 [ ]l de sem
puro con 10 fniigrbsina ls@bre wosportaobjetos a 37°C. Se
mezclaron las gotas durante 30 segundos sobre platina térmica a 37°C. Se realiz6é un
extendido y se observé por microscopia a 1000 X (10); 5) Morfologia espermatica (ME;

% anomalias primarias y secundarias), se observaron los espermatozoides por
microscopia a 1000 X utilizando tinciéon 15 Biopur. (10); 6) Acrosomas intactos (Al, % de
acrosomas intactos), una muestra de semen se procesdé para su estudio por
microscopia de fluorescencia con el conjugado de Pisum sativum aglutinin-isotiocianato

de fluoresceina (12); 7) Integridad de membrana (IM, % membranas intactas), una
muestra de semen se proceso para su estudio por microscopia de fluorescencia con el
conjugado de diacetato de carboxifluoresceina (DIC) y Yoduro de propideo (YP; 13).

El semen congelado descongelado fue sometido a las mismas pruebas de
contrastacién microscoépica que el semen fresco.

Buenos Aires
LA PROVINCIA

Analisis estadistico
Las variables categéricas fueron analizadas con PROC CATMOD vy las continuas con
PROC GLM de SAS® (14).

Resultados

Se incluyeron 4 gatos (n=4), en 3 animales pudo realizarse el estudio de 8
eyaculados, dos menos de lo establecido en el plan debido a que se demord mas de lo
esperado en seleccionar y adaptar a los animales. En uno de los gatos solo pudo
realizarse el estudio de 3 eyaculados ya que en el inicio del experimento el animal
presentd un cuadro de insuficiencia renal y muerte. Debido a que el estudio habia
comenzado hacia 4 meses y a que si se ingresaba un nuevo animal debia permanecer
45 dias sometido al fotoperiodo fijo antes de ser incluido en la rutina de extraccion y
congelacion de semen no habia tiempo suficiente para que el animal muerto fuera
reemplazado.

Se observaron diferencias significativas cuando se compararon valores del semen
fresco vs el semen descongelado en todos los parametros seminales estudiados
(P<0.01). Los valores obtenidos en IM, Al (27.511.9; 46,93£2.0) muestran que los
diluyentes actuaron eficientemente en la proteccion de las membranas espermaticas.
Los valores obtenidos al descongelado en MI fueron bajos (11.25+2.4) pero el VI fue
bueno (3+0.09). Cuando se comparo la accion del diluyente TRIS base vs el diluyente
TRIST, en el semen congelado con trealosa se observd una tendencia a producir al
descongelado mayores porcentajes en todos los parametros estudiados, sin embargo
ninguno de los parametros seminales mostrd ser significativamente diferente al los
valores obtenidos con el semen congelado con TRIS base (43.16+3.3 vs 47.513.1;
7.95+2.6 vs 9.8612.5; 2.08+0.2 vs 3.13+0.6).

Discusion

La accion protectora de disacaridos como la trealosa fue observada en especies como
el canino y el ovino, sin embargo las concentraciones de este disacarido en el diluyente
son diferentes segun la especie estudiada. En el ovino se logran buenos resultados con
el agregado de 5% de trealosa lo cual causa hipertonia del medio (15, 16, 17). En
caninos las concentraciones utilizadas en ovinos producen dafios a nivel de la cola
espermatica afectando la motilidad seminal (18). En esta especie, la adicién de trealosa
en concentraciones que no modifiquen la osmolalidad del diluyente tris base permite
mejorar la calidad del semen al descongelado observandose la accion estabilizadora de
la trealosa sobre la membrana plasmatica. En nuestro trabajo no se observd efecto
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protector de la trealosa sobre el semen felino congelado descongelado. Es posible que
el semen felino necesite un diluyente con concentraciones de trealosa mayores a las
utilizadas, sin llegar a concentraciones que produzcan una osmolalidad que afecte la
viabilidad espermatica, para que pueda observarse la accion protectora del disacarido.

Conclusion

Es posible que el semen felino necesite un diluyente con concentraciones de trealosa
mayores a las utilizadas para poder ejercer un efecto protector, sin llegar a una
concentracion que afecte la viabilidad espermatica.
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BECA ESTUDIO SEGUNDO ANO

EFECTO DE LA ADICION DE DODECIL SULFATO DE SODIO A UN DILUYENTE
TRIS BASE SOBRE LA SUPERVIVENCIA ESPERMATICA AL DESCONGELADO EN
FELINOS

Objetivo

Evaluar el efecto de la adicién de SDS en cantidades medias al diluyente Tris base
sobre la supervivencia espermatica al descongelado.

Hipotesis

La incorporacion al diluyente Tris Base de SDS en cantidades medias producira una
mayor accién protectora sobre los espermatozoides durante el proceso de congelacion-
descongelacion.

MATERIALES Y METODO
Disefio experimental

Se utilizaron gatos (n=4) mestizos, de entre 24 y 36 meses de edad, sanos, con un
peso entre 3 y 5 Kg y en actividad sexual en un disefio aleatorio (1). Los animales
fueron alojados en una habitacién acondicionada y sometidos a un régimen de luz
artificial de fotoperiodo largo (14 horas luz diarias), con lamparas incandescentes de
100 W (2), a fin de mantener estable la produccién espermatica (3). Luego de
permanecer 45 dias en este régimen de luz, los gatos fueron anestesiados con
ketamina (25 mg/kg i.m.), xylazina (1mg/kg i.m.) y atropina [0.04 mg/kg i.m.; (4)] y
sometidos a electroeyaculacién para obtenciéon de un eyaculado (5). El procedimiento
se realizé 1 vez cada 20 dias en cada animal.

Para realizar la congelacién de semen de los felinos experimentales se utilizaron dos
diluyentes DIL (n=2) diferentes. Un eyaculado de cada gato se mezclé con un volumen
calculado de cada uno de los DIL descriptos para obtener una concentracion final de 50
x106 espermatozoides/ml. Se utilizara un DIL TRIS sin agregado de SDS [TRIS0] o con
el agregado de 0,25% de SDS [TRISSDS]. EI DIL TRIS que se utilizé tiene la siguiente
composicion: Tris (2,4 g), acido citrico (1,4 g), fructosa (0,6 g), glicerol (4 g), yema de
huevo (20% v/v), penicilina sédica (0,06 g), sulfato de estreptomicina (0,1 g), y agua
destilada (cantidad suficiente para (csp) 100ml) (6). Luego de un tiempo de
equilibracion de 20 minutos a 4°C (7), el semen diluido se envasé en pajuelas de 0,25
ml y congeld de acuerdo a la técnica descripta por Andersen (8). La descongelacion del
semen se realizd a 37 °C durante 15 segundos (9).

Pruebas de contrastacion del material seminal in vitro

Los eyaculados obtenidos ser colocaron en un bafio termostatizado a 37°C. y sometidos
a las siguientes pruebas de contrastacion:

Examen macroscopico: 1) Color; 2) Aspecto; 3) Volumen (ml).

Examen microscépico: 1) Concentracion espermatica (CE; 106/ml), se calculd
realizando el conteo en camara de Neubauer (10); 2) Motilidad individual (Ml), 10 [l de
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semen fresco se colocé en un portaobjetos limpio a 37°C, se le colocé un cubreobjetos
y se observé por microscopia a 400 X, en varios campos se estimd el porcentaje de
espermatozoides con motilidad progresiva (10, 11); 3) Vigor (VI, escala 1-5) 10 [l de
semen fresco se coloco en un portaobjetos limpio a 37°C, se le colocd un cubreobjetos
y se observd por microscopia a 400 X, en varios campos se estimé el tipo de

movimiento individual (1011); 4) Porcentaje de vivos (PV), se coloc6 10 [l de sem
puro con 10 fnigrdsina lsebre @ sportaobjetos a 37°C. Se

mezclaron las gotas durante 30 segundos sobre platina térmica a 37°C. Se realizé un
extendido y se observd por microscopia a 1000 X (10); 5) Morfologia espermatica (ME;
% anomalias primarias y secundarias), se observaron los espermatozoides por
microscopia a 1000 X utilizando tincion 15 Biopur. (10); 6) Acrosomas intactos (Al, % de
acrosomas intactos), una muestra de semen se procesd para su estudio por
microscopia de fluorescencia con el conjugado de Pisum sativum aglutinin-isotiocianato
de fluoresceina (12); 7) Integridad de membrana (IM, % membranas intactas), una
muestra de semen se proceso6 para su estudio por microscopia de fluorescencia con el
conjugado de diacetato de carboxifluoresceina (DIC) y Yoduro de propideo (YP; 13).

El semen congelado descongelado fue sometido a las mismas pruebas de
contrastacién microscépica que el semen fresco.

Analisis estadistico
Las variables categéricas fueron analizadas con PROC CATMOD vy las continuas con
PROC GLM de SAS® (14).

Resultados

Se observaron diferencias significativas cuando se compararon los valores del
semen fresco versus el semen congelado-descongelado en todos los parametros
seminales (MI, VI, Al, IM) estudiados ([61,617vs15,841,8, 3,16+0,16vs2,9,
53,312vs32,6+1,1, 58,315,2vs20,1+2,6 ]; P<0.01). Los valores obtenidos en IM y Al
(32,6+1,1; 20,1+2,6) muestran que los diluyentes actuaron en la proteccion de la
membranas espermaticas. Los valores obtenidos al descongelado en MI fueron bajos
(15,8+1,8) pero el VI fue bueno (2,9+0.03). Cuando se comparé la accion del diluyente
TRISSDS vs el diluyente TRISO los parametros seminales Ml y IM mostraron ser
significativamente superiores en el semen congelado con tris base con el agregado de
SDS (23.21+2.12 vs 8.57+1.06; 23.51+4.23 vs16,85+3.08). El porcentaje de Al mostré
una tendencia a ser superior en el TRISSDS en comparacion con el TRISO (33,35+£1.36
vs 32+1.95)

Discusion

Se ha comprobado la acciéon del SDS sobre las lipoproteinas de la yema de huevo
mejorando el efecto crioprotector de los DIL de semen en algunas especies (15,16).
Compuestos que contienen SDS solo o como un componente del Equex STM paste u
Orvus han sido incluidos en DIL de semen usados para la congelacion de semen canino
y felino (16, 17). Sin embargo la adicion de altos porcentajes de estas sustancias afecta
la estabilidad de las membranas plasmaticas y acrosomal (18).

En las muestras estudiadas hasta el momento en nuestro trabajo se observé efecto
protector del SDS sobre el semen felino congelado descongelado. El estudio de la
totalidad de las muestras planteadas permitira definir mas claramente la accion
protectora del SDS agregado a un diluyente Tris base sobre los espermatozoides
felinos durante los procesos de congelacién-descongelacion.

Conclusion
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Un diluyente tris base que posea en su composicion el agregado de SDS ejerce un
efecto protector mayor que sobre los EE congelados-descongelados que un DIL tris
base sin el agregado de SDS.
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BECA PERFECCIONAMIENTO PRIMER ANO

EFECTO DE LA ADICION DE DIMETILFORMAMIDA EN REEMPLAZO DE PARTE
DEL GLICEROL A UN DILUYENTE TRIS BASE SOBRE LA SUPERVIVENCIA
ESPERMATICA AL DESCONGELADO EN FELINOS

Objetivo

Evaluar el efecto de la adicion de DMF a un Diluyente Tris base sobre la
supervivencia de espermatozoides epididimales felinos al descongelado.

Hipotesis

La incorporacion al Diluyente Tris base de DMF permitira reducir la cantidad de
glicerol adicionada al DIL y obtener un DIL en el cual se minimicen los efectos téxicos
del glicerol sobre los espermatozoides durante el proceso de congelacion-
descongelacion.

MATERIALES Y METODO
Disefio experimental

Se utilizaron gatos (n=16) mestizos, de entre 24 y 36 meses de edad, sanos, con un
peso entre 3 y 5 Kg y en actividad sexual en un disefio aleatorio (13). Los gatos
utilizados fueron incluidos en un plan de control urbano de la reproduccion. Luego de la
orquiectomia bilateral (15), los testiculos y epididimos (EPI) de cada animal se
colocaron en SF con el agregado de 100 IU/ml de penicilina, mantenidos a temperatura
ambiente y se enviaron rapidamente al laboratorio. Los EPI fueron procesados dentro
de las 4 hs posteriores a la orquiectomia, tiempo que se tarda desde la orquiectomia
hasta la llegada de los érganos al laboratorio. Se separé la cola del epididimo y se
atemperd en un bafo termostatizado a 37°C por 10 minutos en 0,75 ml de Tris base
(Tris 3,025g, acido citrico 1,27 g, fructosa 1,25 g, agua destilada csp 100 ml). La
recuperacion de los espermatozoides epididimales (EE) se realizé por cutting de la cola
del epididimo (16). Luego de la recuperacion espermatica, se realizaron pruebas de
contrastacion microscépicas in vitro.

Para realizar la congelacion de los EE de los felinos experimentales se utilizaron dos
diluyentes DIL (n=2) diferentes. Los EE obtenidos por cutting fueron mezclados con un
volumen calculado de cada uno de los DIL descriptos para obtener una concentracion
final de 50 x106 espermatozoides/ml. Se utilizé un DIL TRIS sin agregado de DMF
[TRISO] o con el agregado de 0.5% de DMF y 3,5% de glicerol [TRISDMF]. El DIL TRIS
que se utilizé tenia la siguiente composicion: Tris (2,4 g), acido citrico (1,4 g), fructosa
(0,6 g), glicerol (4 g), yema de huevo (20% v/v), penicilina soédica (0,06 g), sulfato de
estreptomicina (0,1 g), y agua destilada (cantidad suficiente para (csp) 100ml) (18).
Luego de un tiempo de equilibracién de 20 minutos a 4°C (5), los EE diluidos se
envasaron en pajuelas de 0,25 ml y congelaron de acuerdo a la técnica descripta por
Andersen (17). La descongelacion de los EE se realizdé a 37 °C durante 15 segundos
(2).

Pruebas de contrastacion del recuperado epididimal in vitro
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Los EE obtenidos en Tris base se colocaron en un bafo termostatizado a 37°C y se
sometieron a las siguientes pruebas de contrastacion:

Examen macroscopico: 1) Color; 2) Aspecto; 3) Volumen (ml).

Examen microscépico: 1) Concentracion espermatica (CE; 106/ml), se calculd
realizando el conteo en camara de Neubauer (10); 2) Motilidad individual (Ml), 10 [l de
EE frescos se colocaron en un portaobjetos limpio a 37°C, se le colocé un cubreobjetos

y se observaron por microscopia a 400 X, en varios campos se estimé el porcentaje de
espermatozoides con motilidad progresiva (10, 1); 3) Vigor (VI, escala 1-5) 10 [llde EE
frescos se colocd en un portaobjetos limpio a 37°C, se le colocd un cubreobjetos y se
observd por microscopia a 400 X, en varios campos se estimoé el tipo de movimiento
individual (10, 1); 4) Morfologia espermatica (ME; % anomalias primarias y
secundarias), se observaron los espermatozoides por microscopia a 1000 X utilizando
tincion 15 Biopur. (10); 5) Acrosomas intactos (Al, % de acrosomas intactos), una
muestra de EE se procesd para su estudio por microscopia de fluorescencia con el
conjugado de Pisum sativum aglutinin-isotiocianato de fluoresceina (12); 6) Integridad

de membrana (IM, % membranas intactas), una muestra de EE se procesd para su
estudio por microscopia de fluorescencia con el conjugado de diacetato de
carboxifluoresceina (DIC) y Yoduro de propideo (YP) (7).

Los EE congelados-descongelados fueron sometidos a las mismas pruebas de
contrastacién microscoépica que los EE frescos.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante ANOVA. Las variables categéricas fueron
analizadas con PROC CATMOD vy las continuas con PROC GLM de SAS® (14).

Resultados

Se observaron diferencias significativas en MI, VI, IM entre los EE pos obtencién y
los EE congelados-descongelados (57,5+3,08 vs 7,5+1,88; 4,75+0,15vs410,2;
66,51+2,77vs8,5+1,82; p <0.001). Los EE congelados con TRIS-DMF no mostraron
diferencias significativas en ninguno de sus parametros cuando se los comparé con los
valores obtenidos en los EE congelados descongelados con TRIS.

Discusion

Nuestros hallazgos concuerdan con lo observado en caninos (5, 8). En
contraposicion con lo observado en nuestro trabajo en equinos y en aves (9, 6, 15, 12)
se observd un efecto benéfico de la DMF sobre la supervivencia espermatica al
descongelado. Lo expuesto podria deberse a las diferencias encontradas en la
composicion lipidica de la membrana espermatica en las diferentes especias (16).

Debido a que los efectos de los crioprotectores son especie-especificos (3, 4) es
posible que los espermatozoides felinos requieran el reemplazo de un mayor porcentaje
de glicerol por amidas para evidenciar los efectos benéficos del agregado de DMF al
descongelado. Sin embargo la concentracién de glicerol éptima para la supervivencia
de los espermatozoides descongelados depende de varios factores, y puede ser
influenciada por otros componentes del diluyente, por las tasas de enfriado y método de
congelacion-descongelacion. Es asi que estos factores también podrian influir en
nuestros resultados y deben ser considerados en futuros experimentos.  Estudios
donde se varie la concentracion y/o tipo de amida, son necesarios para determinar si
las amidas mejoran la supervivencia espermatica al descongelado en los felinos.
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Conclusion

El agregado de 0,5% de DMF no ejercio efectos protectores sobre los EE cuando se
lo compard con TRIS. El agregado de un mayor porcentaje de DMF al DIL podria
mostrar efectos benéficos sobre la proteccién de los EE al descongelado.
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BECA PERFECCIONAMIENTO SEGUNDO ANO

ESTUDIO ULTRAMICROSCOPICO DE ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMALES
CONGELADOS-DESCONGELADOS EN FELINOS

Objetivo

Estudiar las alteraciones ultramicroscépicas observadas en espermatozoides
epididimales felinos congelados-descongelados.

Hipotesis

Los espermatozoides epididimales congelados-descongelados presentan alteraciones
ultraestructurales relacionadas con la formulacién del diluyente utilizado.

MATERIALES Y METODO
Disefo experimental

Se utilizaron gatos (n=31) mestizos, de entre 24 y 36 meses de edad, sanos, con un
peso entre 3 y 5 Kg y en actividad sexual en un disefio aleatorio (1). Los gatos
utilizados fueron incluidos en un plan de control urbano de la reproduccion. Luego de la
orquiectomia bilateral (2), los testiculos y epididimos (EPI) de cada animal se colocaron
rapidamente en solucion fisioldgica (SF) con el agregado de 100 IU/ml de penicilina,
mantenidos a temperatura ambiente y enviados rapidamente al laboratorio. Los EPI se
procesaron dentro de las 4 hs posteriores a la orquiectomia, tiempo que se tarda desde
la orquiectomia hasta la llegada de los 6rganos al laboratorio. Se separé la cola del
epididimo y se atempero en un bafo termostatizado a 37°C durante 10 minutos en 0,75
ml de Tris base (Tris 3,025g, acido citrico 1,27 g, fructosa 1,25 g, agua destilada csp
100 ml). La recuperacién de los espermatozoides epididimales (EE) se realizd por la
técnica de cutting de la cola del epididimo (3).

Se utilizé un diluyente (DIL) Tris Base (Tris [2,4 g], acido citrico [1,4 g], fructosa [0,6 g],
glicerol [4 g], yema de huevo [20% v/v], penicilina sédica [0,06 g], sulfato de
estreptomicina [0,1 g], y agua destilada (csp) 100ml; 4), un DIL Tris con el agregado de
0,5% de Dimetilformamida (DMF) y 4,5% de glicerol, un DIL Tris base con el agregado
de 0,312% (3,3 mOsm) de trealosa (TREA) y un DIL Tris con el agregado de 0,25%
Dodecilsulfato de sodio (SDS). Los EE obtenidos por cutting fueron mezclados con un
volumen calculado de cada uno de los DIL descriptos para obtener una concentracion
final de 50 x106 espermatozoides/ml. Luego de un tiempo de equilibracion de 20
minutos a 4°C (5), los EE diluidos se envasaron en pajuelas de 0,25 ml y congelados de
acuerdo a la técnica descripta por Andersen (6). La descongelacion de los EE se realizé
a 37 °C durante 15 segundos (7).

Se realizd el estudio ultraestructural de los EE frescos y los EE congelados-
descongelados en cada uno de los DIL utilizados con el fin de estudiar los cambios que
provocan los procesos de congelacion-descongelacion sobre la célula espermatica en
relacion al DIL utilizado (8).

Los EE frescos se fijaron en glutaraldehido al 2 % en buffer de fosfato (pH 7,2-7,4). Se
centrifugd a 1000 rpm durante 10 minutos y el pellet obtenido permanecié en el fijador
durante 2 horas a 4 °C. La fijacion secundaria se realizd con tetroxido de osmio al 1 %
durante 1 hora a 4 °C y posteriormente, los EE se deshidrataron en una serie creciente
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de alcoholes y se incluyeron en resina Epoxi (8). Los cortes ultrafinos (90 nm) se
contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo. Se examinaron 100 cortes de
colay 100 cortes de cabeza al microscopio electronico de transmision (MET).

Las pajuelas de EE criopreservados fueron descongeladas y posteriormente
procesadas de la misma forma que EE frescos.

Se calculo el IC de contrastacion ultramicroscopicas de acuerdo a la siguiente ecuacion:
(IC=valor de la contrastacion descongelado/valor de la contrastacion en fresco).

Analisis estadistico
Los datos se analizaron mediante ANOVA. Las variables categéricas fueron
analizadas con PROC CATMOD vy las continuas con PROC GLM de SAS® (9).

Resultados

En los EE frescos el 80,75+5,64% de las cabezas y el 91,75+2,13% de las colas
mostraron una morfologia normal. Se observé la presencia de las siguientes
anormalidades: alteraciones acrosomales, quistes acrosomales, defecto de “Dag”, colas
dobles, cabezas dobles, axonemas incompletos.

En las muestras congeladas con TRIS, SDS y DMF porcentaje de espermatozoides sin
dafos ultamicroscopicos en cabeza y cola fue significativamente mayor en los EE
frescos en comparacién con los EE congelados-descongelados (80,7515,64vs21+5,7;
80,7515,64vs25,71+6,95;80,75+5,64vs10+2,69;80,75+5,64vs10,5+1,11;91,75+2,13vs51
,8046,78; 91,75+2,13vs53,53+6,23; 91,75+2,13vs64,6614,41, 91,75+2,13vs52,8+6,02, p
<0.05).

En las muestras de EE congelados-descongelados con TRIS, DMF y con SDS las
alteraciones ultraestructurales observadas fueron: hinchazén, y formacion de pliegues y
ruptura en la membrana plasmatica y acrosomal, vesiculacién en la membrana
acrosomal externa y plasmatica y vacuolas mitocondriales.

No se observd un efecto protector de la DMF sobre la morfologia esperméatica la
descongelado. Sin embargo, el estudio ultramicroscépico revelé una tendencia a ser
inferior la ocurrencia de membranas hinchadas en la cola espermatica en las muestras
congeladas-descongeladas con el agregado de SDS en compraciéon con aquellas
congeladas con Tris (35,8 £9,86 vs 29,5 +8,26).

Discusion

Nuestros resultados describen algunas anormalidades espermaticas observadas al
MET en el gato doméstico. Algunas de esas anormalidades fueron previamente
descriptas por Long (10).

Long, sugiere que al aumentar la incidencia de teratospermia en el gato domestico, la
eficiencia reproductiva decrece; agregando que la disfuncion acrosomal y el
compromiso de la capacitacion podrian ser responsables del bajo éxito en la
fertilizacién en gatos domésticos teratospérmicos (10). Axner y col. han indicado que
gatos con bajos porcentajes de espermatozoides normales son capaces de producir
crias (11). Si bien los resultados obtenidos durante mis experimentos muestran altos
porcentajes de espermatozoides normales solo una prueba de campo permitiria
confirmar el potencial fértil de los animales que fueron utilizados en esta investigacion.
La membrana plasmatica es considerada el sitio inicial de injuria inducida por los
procesos de criopreservacion (12). Se ha descripto que los componentes estructurales
de la membrana plasmatica durante el proceso de congelacion se comportan en forma
diferente frente a los distintos factores de estrés como por ejemplo el shock térmico o
estrés osmotico (13). La localizacion celular de los dafios observados al descongelado
en los espermatozoides felinos estudiados en mi beca concuerda con los sitios de dafo

Formulario Informe Cientifico de Beca 12



Buenos NI‘GSA

=- Investigaciones
Cientificas LA PROVINCI

descriptos en otras especies, luego que los espermatozoides fueran sometidos a
procesos de enfriado, congelado y descongelado (14, 15, 16). Pudo observarse que en
el gato doméstico los dafios mas frecuentemente observados fueron ruptura o
hinchazéon de la membrana plasmatica (MP) y acrosomal en distintos grados. La
formacion de vesiculas observadas entre la membrana acrosomal y plasmatica de
algunos espermatozoides felinos congelados-descongelados representarian cambios
similares a la capacitacién ocurridos durante el proceso de criopreservacion tal como se
ha descripto en otras especies. (17, 18, 19). Estos danos fueron descriptos en carneros
(20) y en perros en los cuales se utilizaron diluyentes conteniendo trealosa y SDS (19,
21, 22). Silva detall6 alteraciones similares a las encontradas en este trabajo en semen
canino fresco y criopreservado con un diluyente Tris-yema de huevo (23). Al igual que
lo observado en mis resultados, en el semen fresco los espermatozoides presentaron
pequefias ondulaciones en la membrana acrosomal externa (MAE) pero conservaron la
estructura y el contenido acrosomal. El semen criopreservado mostré hinchazén de la
MP. En contraposicion a lo observado en mi trabajo Silva observé pérdida del contenido
acrosomal y en las mitocondrias se observaron cristales inmersos en la matriz
ocupando su lugar (23).

Algunos autores sugieren que la acumulacion de agua intramitocondrial podria indicar
que el espermatozoide sufre un proceso degenerativo en relacion al fendbmeno de
apoptosis celular (23, 24). Es asi que las vacuolas encontradas en este trabajo en las
mitocondrias de los espermatozoides pos-descongelacion podrian estar relacionadas
con el acumulo de agua dentro del organoide en relacién al estrés celular sufrido
durante la congelacion-descongelacion.

En humanos las anormalidades mitocondriales afectan directamente la motilidad (25).
Pudiendo el funcionamiento mitocondrial ser un importante factor para la supervivencia
del espermatozoide en el tracto genital femenino. Wolley (26) comunicé cambios en el
acrosoma de espermatozoides humanos congelados con un DIL con Tris-yema de
huevo-citrato hipotetizando que esos cambios ocurren durante o después del
descongelado. Se observaron alteraciones semejantes en semen congelado de elefante
utilizando diluyentes con diferentes crioprotectores (Dimetil sulféxido (DMSO) vs
glicerol). Si bien se observaron cambios durante todo el proceso de criopreservacion,
los cambios mas marcados ocurrieron luego de la descongelaciéon. Los
espermatozoides criopreservados con el DIL que contenia DMSO presentaron mas
dafnos ultraestructurales que aquellos criopreservados con glicerol. (27).

Si bien existen trabajos que demuestran la relacion entre el tipo y localizacién del dafio
y el impacto de distintos componentes incluidos en el diluyente para mejorar el efecto
protector (28), en el presente estudio bajo las condiciones experimentales realizadas, el
agregado de DMF no aumenté el efecto protector del DIL. Debido a que los efectos de
los crioprotectores son especie-especificos (29, 30, 31), es posible que los
espermatozoides felinos requieran el reemplazo de un mayor porcentaje de glicerol por
amidas para evidenciar los efectos benéficos del agregado de DMF al descongelado.
Por otro lado, si bien no pudo observarse un efecto benéfico sobre la ultraestructura del
espermatozoide con la incorporaciéon de SDS al diluyente de congelacién en felinos se
detectd una tendencia a disminuir el porcentaje de membranas hinchadas en las colas.

Conclusion

El estudio ultramicroscopico nos permitié describir algunas anormalidades presentes
en los espermatozoides felinos. Asimismo revelé un mayor porcentaje de danos en los
espermatozoides felinos congelados-descongelados en comparacion con los
espermatozoides frescos, hecho que demuestra que el proceso de criopreservacion
afecta a la célula espermatica. El agregado de 0,5% de DMF a un DIL Tris para
congelar EE en el gato doméstico no ejercio efectos protectores sobre los EE cuando
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se lo comparé con TRIS. En mi beca de estudio de segundo afo pudo observarse, al
microscopio o6ptico, un efecto benéfico sobre la motilidad al incorporar de SDS al
diluyente de congelacion Sin embargo al microscopio electronico se observo solo una
tendencia a disminuir el porcentaje de membranas plasmaticas hinchadas en las colas
espermaticas.

Podemos concluir que la microscopia electronica nos brinda una herramienta util
para evaluar la morfologia celular. El estudio realizado nos permitié estimar el grado de
dafio producido por los procesos de congelacion-descongelacion sobre las ceélulas
espermaticas y sus estructuras asi como el efecto protector o no de los diluyentes
utilizados con el fin de estimar cual seria el efecto de los mismos sobre la viabilidad
espermatica en felinos al descongelado.

Inconvenientes:

Al finalizar la beca he procesado y analizado el 75% de las muestras. El 25% restante
corresponden al DIL que contiene TREA en su composicién, dichas muestras fueron
fijadas, procesadas y cortadas para ser evaluadas al MET no pudiendo esto ser posible
a causa de un desperfecto en el MET que no permitié observar las muestras en el
tiempo propuesto.
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aspects of feline reproduction. Rev Bras Reprod Anim, 31(1), Jan/Mar. 2007. p 71-76.

23. Silva A; Fontelle-Neto J; Cardoso R; Silva L; Chirinea V; Lopes M. (2009).

Description of ultraestructural damage in frozen-thawed canine spermatozoa. Ciancia

Animal Brasileira. 10: 595-601 (2).

24. Blanc-Layrac. (2000). Morphological and biochemical analysis of cell death in

human ejaculated spermatozoa. Cell Molecular Biology. 46:187-197.

25. RAO, B.; SOUFIR, J.C.; MARTIN, M.; DAVID, G. Lipid peroxidation in human

spermatozoa as related to midpiece abnormalities and motility. Gamete Research, v.

24, p.127-134, 1989.

26. Woolley DM; Richardson DW. (1978). Ultraestructural injury to human spermatozoa

after freezing and thawing. J Reprod. Fert. 53: 389-394.

27. Ardrit M. (2006). Ultraestructural alterations of frozen-thawed Asian elephant

(Elephas maximus) spermatozoa. Interational journal andrology 29: 346-352.

28. Stornelli MA; Stornelli MC; Savignobe C; Jurado S, de la sota RL. (2004). Viability

study ultraestructural changes of frozen-thawed dog spermatozoa with different Equex

stm paste concentrations. Biotechonoly/Sperm. pp 516.

29. Hermansson U, Axnér E. Epididymal and ejaculated cat spermatozoa are resistant

to cold shock but egg yolk promotes sperm longevity during cold storage at 4 °C.

Theriogenology 2007; 67:1239-1248.

30. Tebet JM, Martins M.I.M, Chirinea VH,Souza FF, Campagnol D, Lopes MD.

Cryopreservation effects on domestic cat epididymal versuselectroejaculated
spermatozoa. Theriogenology 2006; 66:1629-1632
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31. Filho AC, Teles CHA, Juca RP, et al. Dymethylformamide as cryoprotectant of
canine semen diluted and frozen in ACP-106C. Theriogenology 2011; 76:1367-1372.

Otros inconvenientes:

El numero de muestras indicado en cada experimento es menor al numero total de
muestras procesadas en cada afo, sin embargo las mismas no juntaron los requisitos
necesarios para continuar con las diferentes etapas planteadas para cada muestras.

A partir de los datos obtenidos se puede afirmar que en los procesos de congelacién-
descongelacién se producen alteraciones estructurales y metabdlicas en la célula
espermatica que pueden afectar la supervivencia y/o capacidad fecundante de los
espermatozoides felinos criopreservados. Nuestro trabajo se focalizé en el desarrollo de
un diluyente que permita mejorar la supervivencia espermatica al descongelado. Si bien
el agregado al diluyente Tris base de detergentes mostré un efecto benéfico sobre los
espermatozoides al descongelado nuestros resultados revelan la necesidad de mas
estudios a fin de lograr un diluyente 6ptimo. En las condiciones experimentales
empleadas y con las concentraciones utilizadas el agregado de TREA o DMF al
diluyente tris base no produjo una mejora significativa en los parametros seminales
evaluados.

El estudio ultramicroscépico nos permitié describir las anormalidades que presentan
los espermatozoides felinos, también se pudo observar los dafios que se generan en
los mismos durante el proceso de criopreservacion. Aun queda un intenso trabajo por
mejorar los protocolos de congelacion en el gato doméstico para obetener los
resultados deseados.
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Otras tareas desarrolladas:

- Durante el periodo informado realicé dos (3) presetaciones a congreso a nivel
nacional como primera autora (XIV Jornadas de Divulgacién Técnico Cientificas, FCV —
UNR. Segunda Reunién Conjunta UNL, XV Congreso y 12avas Jornadas de Educacion.
Sociedad de Ciencias Morfologicas La Plata) ; dos (2) presentaciones a congreso a
nivel internacional como primera autora [Primer Congreso Internacional Cientifico y
Tecnoldgico (CIC provincia de Buenos Aires); 12th Inter-American Microscopy
Congress CIASEM (CIASEM)].

- Colaboré con los trabajos desarrollados en el grupo de trabajo participando en 2
presentaciones a congreso a nivel nacional (XV Congreso y 12avas Jornadas de
Educacion. Sociedad de Ciencias Morfologicas La Plata, XIV Jornadas de Divulgacion
Técnico Cientificas, FCV — UNR. Segunda Reunion Conjunta UNL).

- Realice 5 cursos de perfeccionamiento y asisti a 2 reuniones cientificas. Envié un
trabajo y fue aceptado para la presentaciéon a congreso (Casilda 2014). Obtuve la
aceptacion de 3 trabajos para su publicacién en revistas cientificas como autora, 2
nacionales y 1 internacional (ANALECTA y Sociedad de Ciencias Morfologicas; Revista
CIASEM) y 2 nacionales como colaboradora (ANALECTA).

- Durante este periodo también colaboré en tareas de docencia de grado en dos cursos
de grado de la carrera de Médico Veterinario (Teriogenologia, Biotecnologias de la
reproduccion) y en 3 cursos de posgrado (Octavo y noveno Taller de actualizacion en
clinica reproductiva de caninos y felinos. Aplicacion de biotecnologias en la practica
diaria. Médulo |: Hembra y Octavo Taller de actualizacion en clinica reproductiva de
caninos y felinos. Aplicacion de biotecnologias en la practica diariaModulo 1l: Macho),
en pasantias realizadas por 4 alumnos de posgrado en la Catedra en la que desmpefio
mi trabajo de docencia e investigacion.

7. TRABAJOS DE INVESTIGACION REALIZADOS O PUBLICADOS EN EL PERIODO.

7.1. PUBLICACIONES. Debe hacerse referencia, exclusivamente a aquellas publicaciones en la
cual se halla hecho explicita mencion de su calidad de Becario de la CIC. (Ver instructivo para la
publicacién de trabajos, comunicaciones, tesis, etc.). Toda publicacion donde no figure dicha
aclaracion no debe ser adjuntada. Indicar el nombre de los autores de cada trabajo, en el mismo
orden que aparecen en la publicacion, informe o memoria técnica, donde fue publicado, volumen,
pagina y afo si corresponde; asignandole a cada uno un numero. En cada trabajo que el investigador
presente -si lo considerase de importancia- agregara una nota justificando el mismo y su grado de
participacion.

1- Garcia Mitacek MC, Stornelli MC, Praderio RG, Bonaura MC, Nuiez Favre R.
Evalucion del perfil biofisico fetal como indicador de la interrupcion de la gestacion
media en gatas. XIV Jornadas de Divulgacion Técnico Cientificas, FCV — UNR.

Agosto de 2013

2 - Tittarelli, CM; Jurado, SB, Garcia Mitacek, MC; Bonaura MC; de la Sota, RL;
Stornelli, MA. Morfometria y ultraestructura de epididimos caninos almacenados a
4°C en dos medios diferentes. XV Congreso de Ciencias Morfologicas y 12° Jornada
de Educacion. Sociedad de Ciencias Morfolégicas de La Plata. Agosto de 2013.
Facultad de Ciencias Médicas.

3 - Bonaura, M.C.; Praderio,R.; Nufiez Favre, R.; Tittarelli, C.M.; Stornelli, M.C.;
Stornelli, M.A. Efecto de la adicion de trealosa a un diluyente tris base sobre la
supervivencia de espermatozoides epididimales al descongelado en el Gato
doméstico (Felis catus). XIV Jornadas de Divulgacion Técnico Cientificas 2013.
Facultad de Ciencias Veterinarias, UNR Jornada latinoamericana.
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4 - Bonaura MC; Jurado S; Praderio R; Nufiez Favre R; Tittarelli C; Stornelli MC;
Stornelli MA Alteraciones ultramicroscopicas observadas en espermatozoides felinos
(Felis catus) congelados-descongelados. XV Congreso de Ciencias Morfolégicas y
12° Jornada de Educacion. Sociedad de Ciencias Morfoldégicas de La Plata. 29 y 30
de agosto de 2013. Facultad de Ciencias Médicas.

5 - Bonaura MC, Stornelli MA. Ultramicroscopia de Espermatozoides Felinos
Criopreservados. “1° Congreso Internacional Cientifico/Tecnologico de la Provincia
de Buenos Aires. 19y 20 de Septiembre de 2013. Ciudad de La Plata, Buenos Aires.

6 - Bonaura MC; Jurado S; Nuiez Favre R; Garcia Mitacek; Sarmiento P; Stornelli
MA. Anormalidades espermaticas en el gato doméstico (Felis silvestris catus). XlI
Congreso Interamericano de Microscopia (CIASEM). Comité Interamericano de
Sociedades de Microscopia (CIASEM) y la Asociacién Colombiana de Microscopia
(ASOCM) Colombia, Cartagena. 28 y 29 de Septiembre de 2013.

TRABAJOS PUBLICADOS EN REVISTAS

1. R Nufez Favre, MC Bonaura, MC Garcia Mitaceck, MC Stornelli1, MA Stornelli,
RL de la Sota.Estacionalidad reproductiva en animales doméstico. Nuevas
perspectivas en el gato (Felis silvestris catus). ANALECTA VET. 2013; 33 (1): 42-49

2. Garcia Mitacek MC, Praderio RG, Bonaura MC,de la Sota RL, Stornelli MA.
Relacion entre los parametros ultrasonograficos y edad gestacional en la gata
doméstica. ANALECTA VET. 2013.

7.2. PUBLICACIONES EN PRENSA. (Aceptados para su publicacion. Acompafiar copia de cada
uno de los trabajos y comprobante de aceptacion, indicando lugar a que ha sido remitido. Ver punto
71))

1. Bonaura MC; Jurado S; Nufiez Favre R; Garcia Mitacek; Sarmiento P; Stornelli MA.
Anormalidades espermaticas en el gato doméstico (Felis silvestris catus). Comité
Interamericano de Sociedades de Microscopia (CIASEM) y la Asociacion Colombiana
de Microscopia (ASOCM) Colombia, Cartagena. 2013. Aceptado para su publicacion.

2. Bonaura MC; Jurado S; Praderio R; Nufiez Favre R; Tittarelli C; Stornelli MC; Stornelli
MA Alteraciones ultramicroscopicas observadas en espermatozoides felinos (Felis
catus) congelados-descongelados. Sociedad de Ciencias Morfologicas 2013. Aceptado
para su publicacién.

3. Bonaura, MC; Nunez Favre, R; Praderio, RG; Tittarelli CM; Garcia Mitacek MC;
Stornelli, MA. Efecto de la adicién de dimetilformamida al diluyente tris base sobre la
supervivencia del semen felino congelado-descongelado. ANALECTA VET. 2014.
Aceptado para su publicacion.

7.3. PUBLICACIONES ENVIADAS Y AUN NO ACEPTADAS PARA SU PUBLICACION.
(Adjuntar copia de cada uno de los trabajos. Ver punto 7.1.)
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7.4. PUBLICACIONES TERMINADAS Y AUN NO ENVIADAS PARA SU PUBLICACION.
(Adjuntar resumenes de no mas de 200 palabras)

Bonaura, M.C.; Jurado, S.; Peralta, R; Praderio, R.; Nufiez Favre, R.; Stornelli, M.A.
Alteraciones ultramicroscépicas observadas en espermatozoides epididimales felinos
(felis silvestris catus) congelados-descongelados en un diluyente tris base con el
agregado de dodecil sulfato de sodio. Sociedad de Ciencias morfoldgicas 2014

7.5. COMUNICACIONES. (No consignar los trabajos anotados en los subtitulos anteriores)

7.6. TRABAJOS EN REALIZACION. (Indicar en forma breve el estado en que se encuentran)

8. OTROS TRABAJOS REALIZADOS. (Publicaciones de divulgacion, textos, etc.)
8.1. DOCENCIA

8.2. DIVULGACION

8.3. OTROS
Trabajo enviado y aceptado para su publicacion a congreso:

Bonaura, Maria Candela; Camargo Laiza Sartori de; Nuiiez Favre Romina; Souza,
Fabiana Ferreira de; Garcia Maria Florencia; Stornelli, Maria Cecilia; Stornelli,
Maria Alejandra. Efecto de la adicion de trealosa, dodecilsulfato de sodio a un
diluyente tris base sobre la supervivencia de espermatozoides epididimales de
gato doméstico (Felis catus) al descongelado. XV Jornadas de Divulgacion
Técnico Cientificas 2014. Facultad de Ciencias Veterinarias, UNR Jornada
latinoamericana.

9. ASISTENCIA A REUNIONES CIENTIFICAS. (Se indicara la denominacion, lugar y fecha de
realizacion y titulos de los trabajos 0 comunicaciones presentadas)

1. “1° Congreso Internacional Cientifico/Tecnolégico de la provincia de Buenos Aires". 19 y
20 de septiembre. Ciudad de La Plata, Buenos aires. Carga: 20 horas.

2. XIV Jornadas de Divulgacion Técnico Cientificas 2013. Facultad de Ciencias Veterinarias,
UNR Jornada latinoamericana y 1° congreso de Desarrollo Ganadero sustentable. Agosto de
2013.

10. CURSOS DE PERFECCIONAMIENTO, VIAJES DE ESTUDIO, ETC. (Seialar
caracteristicas del curso o motivo del viaje, duracién, instituciones visitadas y si se realiz6é algun
entrenamiento)

1- Mddulo II: Animales de Laboratorio en Investigaciones Cientificas: Requerimientos Internacionales
para su uso y cuidado. Catedra de Animales de Laboratorio y Bioterio de la Facultad de Ciencias
Veterinarias. UNLP. 23 y 24 de abril de 2013. Aprobado. Carga horaria: 11,5 horas.

2- Curso de Bioestadistica Bayesiana. Departamento de epizootiologia Facultad de Ciencias
Veterinarias. UNLP. La Plata. Anual. Aprobado.
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3- Taller de Metodologia de Investigacion y Elaboracion de Tesis. area ciencias de la Salud.
prosecretaria de Posgrado de la UNLP. Carga horaria: 45 horas. con evaluacion final aprobada. 2013

4- Criopreservacion de gametas. 2 al 6 de septiembre de 2013. Aprobado Facultad de Ciencias
Veterinarias, UBA. Subsecretaria de Ciencia y Técnica. Buenos Aires. Carga horaria: 24 horas.

5- Curso de citologia aplicada a la clinica y disgnostico. FCV. UNLP. La Plata, octubre 20133. Carga
horaria: 20 horas.

11. DISTINCIONES O PREMIOS OBTENIDOS EN EL PERIODO

Mencion especial al trabajo titulado: “Alteraciones ultramicroscépicas
observadas en espermatozoides felinos (Felis catus) congelados-
descongelados”. Presentado en: XV Congreso de Ciencias Morfoldgicas y 12°
Jornada de Educacioén. Sociedad de Ciencias Morfolégicas de La Plata. 29 y 30 de
agosto de 2013. Facultad de Ciencias Médicas

12. TAREAS DOCENTES DESARROLLADAS EN EL PERIODO

Docencia de grado:

Ayudante ad-honorem en la Catedra de Reproduccion Animal Area Pequefios
Animales.Exp:4541/10

Colaboradora en Biotecnologias de La Reproduccién Area Pequefios Animales.
Colaboradora en Teriogenologias Animales. 2013-...

Colaboracioén en la Catedra de Microscopia electronica. 2014

Docencia de posgrado:

1. Octavo Taller de actualizacion en clinica reproductiva de caninos y felinos. Aplicacién de
biotecnologias en la practica diaria. Médulo I: hembra. Catedra de Reproduccion Animal de
la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLP, 2 y 3 de mayo de 2013.

2. Octavo Taller de actualizacidon en clinica reproductiva de caninos y felinos. Aplicacion de
biotecnologias en la practica diaria. Mddulo II: macho. Catedra de Reproduccion Animal de
la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLP, 24 y 25 de octubre de 2013.

3. Noveno Taller de Actualizacién en clinica reproductiva de caninos y felinos. Aplicacion de
biotecnologias en la practica diaria. Mdédulo |: Hembra. Calidad de Secretaria y Docente.
Catedra de Reproduccion Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLP. 8 y 9
de Mayo de 2014. Carga horaria 19 horas.

13. OTROS ELEMENTOS DE JUICIO NO CONTEMPLADOS EN LOS TITULOS

ANTERIORES (Bajo este punto se indicara todo lo que se considere de interés para la evaluacion
de la tarea cumplida en el periodo)

Docencia de Pasantias de Posgrado:

FISIOPATOLOGIA DE LA REPRODUCCION EN CANINOS Y FELINOS
DOMESTICOS:
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Pasante: Med. Vet. Laura Gomez.

Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional de La Pampa. Argentina.
Cargo: docente.

Lugar: Catedra de Reproduccion Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad de La Plata. Afio 2013.

Certificado: 014320.

Pasante: Med. Vet. Ruben Somoza.

Cargo: docente.

Lugar: Catedra de Reproduccion Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad de La Plata. Aio 2013.

Certificado: 014296.

Pasante: Med. Vet. Ernesto Olaya.

Facultad: Universidad de Guayaquil, Ecuador.

Cargo: docente.

Lugar: Catedra de Reproduccion Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad de La Plata. Afio 2013.

Certificado014309.

Pasante: Med. Vet. Ana Cusati.

Cargo: docente.

Lugar: Catedra de Reproduccién Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad de La Plata. Aho 2013.

Certificado: 014280

Examen androldgico, extraccion, evaluacién y criopreservacion de semen en caninos y

felinos

1.

Pasante: Med. Vet. Laura Gomez.

Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional de La Pampa. Argentina.
Cargo: docente.

Lugar: Catedra de Reproduccién Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad de La Plata. Aho 2013.

Certificado: 014315.

Pasante: Med. Vet. Ruben Somoza.

Cargo: docente.

Lugar: Catedra de Reproduccién Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad de La Plata. Afio 2013.

Certificado: 014289.

Pasante: Med. Vet. Ernesto Olaya.

Facultad: Universidad de Guayaquil, Ecuador.

Cargo: docente.

Lugar: Catedra de Reproduccién Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad de La Plata. Afio 2013.

Certificado: 014304.

Pasante: Med. Vet. Ana Cusati.
Cargo: docente.
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Lugar: Catedra de Reproduccion Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad de La Plata. Afio 2013.
Certificado: 014284

14. TITULO DEL PLAN DE TRABAJO A REALIZAR EN EL PERIODO DE PRORROGA O
DE CAMBIO DE CATEGORIA (Debera indicarse claramente las acciones a desarrollar)

Condiciones de Presentacion

A. El Informe Cientifico debera presentarse dentro de una carpeta, con la documentacion

abrochada y en cuyo rétulo figure el Apellido y Nombre del Becario, la que debera incluir:

a. Una copia en papel A-4 (puntos 1 al 14).

b. Las copias de publicaciones y toda otra documentacion respaldatoria, deben
agregarse al término del desarrollo del informe

C. Informe del Director de tareas con la opinién del desarrollo del becario (en sobre
cerrado).

Nota: El Becario que desee ser considerado a los fines de una prorroga, debera
solicitarlo en el formulario correspondiente, en los periodos que se establezcan en los

cronogramas an uales.

Firma del Director Firma del Becario
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