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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de cuatro combinaciones de dos
agentes crioprotectores permeantes mas dos no permeantes sobre la calidad
del semen ovino post-descongelamiento. Para esto, primero (Experimento 1) se
selecciond, entre tres dilutores (A, B y C), el mas adecuado para ser usado en
la segunda parte (Experimento 2), en la cual se evaluaron las siguientes
combinaciones de agentes crioprotectores permeantes y no permeantes:
1)Glicerol - Trehalosa, 2)Glicerol - Sacarosa, 3)Etilenglicol - Trehalosa y
4)Etilenglicol - Sacarosa sobre la calidad del semen ovino post-
descongelamiento. Para tal efecto, se realizaron 6 repeticiones para el
Experimento 1 y 8 repeticiones para el Experimento 2. Cada repeticién constd de
4 eyaculados cada una. En el experimento 1 se encontr6 que el Dilutor A
mantenia mejor la motilidad progresiva y viabilidad e integridad acrosomal post-
descongelamiento (69% y 63%) en comparacion con el Dilutor B (37% y 35%) y
el Dilutor C (23% y 23%). Por lo cual, el Dilutor A fue empleado en el experimento
2. En el experimento 2 se encontré que la motilidad progresiva, la viabilidad e
integridad acrosomal, la termoresistencia y la integridad de membrana
plasmatica post-descongelamiento fue mejor en los grupos con glicerol-sacarosa
(64%; 56%; 40% y 63%) y glicerol-trehalosa (64%; 58%; 38% y 60%) en
comparacion con los grupos con etilenglicol-sacarosa (48%; 42%; 25% y 37%) y
etilenglicol-trehalosa (44%; 38%; 27% y 40%). Lo cual demuestra que el glicerol
es un mejor crioprotector permeante en comparacion con el etilenglicol. Sin
embargo, no existe diferencia en el uso de sacarosa o trehalosa. Se concluye
que un dilutor con las caracteristicas del dilutor A, utilizando glicerol mas
trehalosa o sacarosa constituye una buena alternativa para la criopreservacion

de semen ovino.

Palabras claves: Criopreservacion de semen, ovinos, agentes crioprotectores

permeantes y no permeantes.
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ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the effect of four combinations of two
permeant and two non permeant cryoprotectant agents on the quality of post
thaw ram semen. In Experiment 1, three extender were evaluated (A, B, and C) in
order to have th ebetter one for the next step. In Experiment 2, different
combinations of cryoprotectant agents were evaluated as follow: 1) Glycerol-
Trehalose, 2) Glycerol-Sucrose, 3) Ethyleneglycol-Trehalose, and 4)
Ethyleneglycol-Sucrose. In this way, 6 assays for Experiment 1 and 8 assays for
the Experiment 2 were carry out. In each assay, 4 ejaculated were mixed to
work as an original sample. Percentages of motility, viability and acrosomal
integrity in extender A were higher (69% and 63%) than extender B (37% and
35%) and extender C (23% and 23%). Therefore, extender A was used for
experiment 2. In the experiment 2, motility, viability and acrosomal integrity,
thermoresistance, and plasmatic membrane integrity were higher in groups
Glycerol-sucrose (64%; 56%; 40%, and 63%) and Glycerol-trehalose (64%;
58%; 38%, and 60%) in comparison with groups Ethileneglycol-sucrose (48%;
42%; 25% and 37%) and Ethileneglycol-trehalose (44%; 38%; 27% and 40%).
However, there is not significative differences between sucrose or trehalose. In
conclusion, an extender with characteristics of extender A, it means, using
glycerol plus trehalose or sucrose constitute a good alternative for

cryopreservation of ram semen.

Key words: Semen cryopreservation, rams, permeants cryoprotectors agents

and non permeants.
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I. INTRODUCCION

La criopreservacion de semen y la inseminacion artificial son técnicas
reproductivas utilizadas para conseguir un rapido progreso genético. Sin
embargo, los resultados de la inseminacion artificial con semen congelado
resultan hasta ahora insatisfactorios en ovinos, debido a la baja tasa fertilidad.
Este hecho podria deberse a los danos ocasionados en los espermatozoides
durante el proceso criopreservaciéon. Dichos dafos se producen en las
membranas del espermatozoide, lo cual altera la funcién metabdlica del
espermatozoide, reduciendo asi el numero de células viables y produciendo la
capacitacion esperméatica prematura. Consecuentemente, los espermatozoides
solo serian viables un corto periodo de tiempo en el tracto reproductivo de la
hembra, y por lo tanto tendrian una menor oportunidad de poder a fecundar a
los ovocitos. Dentro de dicho contexto se hace necesario buscar la alternativa
para prevenir danos en los espermatozoides durante su criopreservacion y asi
lograr mejores tasas de fertilidad en las ovejas sometidas a la técnica de la
inseminacion artificial.

Los dafnos producidos en los espermatozoide durante el proceso de
criopreservacion podrian ser prevenidos parcialmente controlando la velocidad
de congelamiento, usando un dilutor adecuado y agregando agentes
crioprotectores apropiados. En la criopreservacion de semen ovino, se ha
venido evaluando diferentes tipo de dilutores y agentes crioprotectores
(permeantes y no permeantes) obteniéndose resultados muy variables.

Los crioprotectores permeantes son sustancias que por su bajo peso

molecular, pueden atravesar la membrana plasmatica, donde tienen la funcion



de evitar la formacion intracelular de cristales de hielo y también evitar la
excesiva deshidratacién causada por la congelacién lenta. Entre los mas
utilizados estan glicerol y etilenglicol. Siendo el glicerol el que ha mostrado
mejores resultados en estudios de criopreservacion de semen ovino en relacion
a la motilidad progresiva post descongelamiento. Sin embargo, en otras
especies, el etilenglicol ha mostrado un efecto similar o mejor que el glicerol.
En contraste con los anteriores, los crioprotectores no permeantes son
sustancias que por su alto peso molecular, resultan Utiles cuando se tienden a
aplicar velocidades rapidas de congelacion. Su accion crioprotectora esta
asociada con su actividad deshidratante y su interaccién especifica con la
membrana fosfolipidica. Por lo que suelen usarse en asociacidon con los
agentes permeantes. Los crioprotectores no permeantes mas utilizados para la
congelacion de semen de diferentes especies son: sacarosa, rafinosa,
trehalosa y lactosa. La adicién de trehalosa y sacarosa al dilutor ha obtenido
buenos resultados en la criopreservacion de semen ovino.

La presente investigaciéon comprendi6é un estudio previo (Experimento 1),
que tenia por finalidad seleccionar entre tres dilutores (Dilutor A, Dilutor B y
Dilutor C), al mas adecuado para ser usado en los tratamientos del estudio
principal (Experimento 2). Este ultimo consisti6 en evaluar cuatro
combinaciones de 2 agentes crioprotectores permeantes (glicerol y etilenglicol)
y 2 agentes crioprotectores no permeantes (trehalosa y sacarosa) sobre los
parametros de calidad espermatica post-descongelamiento de semen ovino:
motilidad progresiva, viabilidad e integridad acrosomal, integridad de

membrana y termoresistencia.



II. REVISION LITERARIA

2.1. Caracteristicas reproductivas del carnero

Los ovinos son animales poliestruales estacionales, con una estacionalidad
reproductiva regida por el fotoperiodo, su efecto es mas marcado en las hembras
qgue en los machos. Los machos no llegan a ser infértiles durante la estacion no
reproductiva, pero muestran una disminucion en el tamano testicular y con ello
una disminucion de la produccion de espermatozoides. Por tanto, la actividad
sexual suele ser mas intensa y eficiente durante la estacion reproductiva que se
da con el fotoperiodo decreciente. Cuando disminuye el numero de horas diarias
de luz se estimula la secrecion de FSH, LH y testosterona (Coy, 1995a). Sin
embargo, la actividad sexual puede ser modificada por otros factores como la
temperatura, alimentacién, enfermedad y el estrés (Jainudeen y col., 2000).

La pubertad en el carnero es una etapa relativamente larga, que se
caracteriza por un aumento progresivo de la secrecidon de testosterona, de la
espermatogénesis y del tamano testicular (Coy, 1995a). Recién entre los 4 a 6
meses de edad se presentan las primeras cépulas con eyaculacion de
espermatozoides viables, momento en el que alcanzan un 40 a 60 % del peso del
animal adulto. Al igual que en el vacuno y caprino, la madurez sexual se
correlaciona mejor con el peso corporal que con la edad (Jainudeen y col., 2000).
Sin embargo, la produccién de semen de un carnero adulto no se alcanza hasta

que los testiculos pesen alrededor de 100 g (Lapwood, 1986).



2.2. Caracteristicas del semen de carnero

El semen esta conformado por una fraccion liquida o plasma seminal y una
fraccidn celular que la conforman los espermatozoides (Garner y Hafez, 2000). A
partir de diversos reportes (ver Cuadro 1), se tiene que en promedio el carnero
tiende a eyacular una cantidad de semen que oscila entre 0.75 a 2 mL.,

conteniendo una alta concentracion de espermatozoides, los cuales son altamente

viables.
Cuadro 1. Caracteristicas del semen ovino.
- iy - Vivos con Integridad de
Autor y aio Volumen Concentracmn Moétiles acrosoma membrana
(mL) (millones/mL) (%) (%) (%)
Garnery Hafez,  gg-12  2000-3000  60-80
2000
Paulenzycol.,  0,75-2,0 > 3500 > 70
2002
Gil y col., 20032 0,75-2,0 > 2500 >70
Santiani y col., 80-95  83-95 70-90
2004
Aisen y col., 2000 79-88  90-95"

* Porcentaje de espermatozoides métiles con el acrosoma integro

2.2.1. Plasma Seminal

El plasma seminal ovino esta compuesto por las secreciones provenientes
de la préstata y de las glandulas vesiculares y bulbouretrales. Durante la
eyaculacién, dichas secreciones son vertidas hacia la uretra generandose asi una
mezcla con la suspensién de espermatozoides y las secreciones ampulares del
conducto deferente (Garner y Hafez, 2000).

La importancia funcional del plasma seminal es cuestionable, dado que es
posible inducir la prefiez por inseminacibn empleando espermatozoides
colectados del epididimo. Sin embargo, el plasma seminal si muestra ser un
componente esencial en el apareamiento natural porque actia como portador y

protector de los espermatozoides (Garner y Hafez, 2000), situacion que es mas



importante en el apareamiento de la oveja y la vaca, en las cuales el eyaculado es
depositado en la vagina.

Dentro de todos los componentes del plasma seminal ovino descritos en el
Cuadro 2, la fructosa y el acido citrico vienen a ser los componentes considerados

de mayor importancia en los rumiantes.

Cuadro 2. Componentes quimicos del semen ovino (Garner y Hafez, 2000)

Componentes quimicos Valores (mg/100 mL)
pH 59-73
Proteina 5000
Fructosa 250
Sorbitol 26 -170
Acido citrico 110 — 270
Inositol 7-14
Glicerilfosforilcolina 1100-2 100
Sodio 178 £ 11
Potasio 84 t4
Calcio 6t2
Magnesio 6+0.8
Cloruro 86

2.2.2. El espermatozoide de carnero

Los espermatozoides maduros son célula alargadas conformadas por una
cabeza aplanada portadora del nucleo y una cola que contiene el aparato
necesario para la motilidad celular (Garner y Hafez, 2000).

La célula espermatica del carnero esta cubierta en su totalidad por la
membrana plasmatica (Garner y Hafez, 2000), cuya composicion lipidica es
notablemente diferente a la de las demas células somaticas. Los lipidos vienen a
ser las sustancias que confieren la caracteristica de permeabilidad de la
membrana espermatica (Martinez y Morros, 1996). A su vez juegan un rol
importante en los procesos de maduracion y de capacitacion espermatica.
Ademas de estar involucrados en el proceso de fecundacién o de fusidon celular

(Sanocka y Kurpisz, 2004). La composicién de la membrana del espermatozoide



de carnero esta conformada por colesterol (4.33 mol x 10°) y principalmente por
fosfolipidos (11.56 mol x 10%), que estan ligados en su mayoria a 4cidos grasos
insaturados (8.79 mol x 10%) (Davis, 1981).

Morfologicamente el espermatozoide esta conformado por una cabeza, en
la cual se encuentra el acrosoma y por un flagelo o cola. La cabeza esta
conformada por el nucleo, el cual es aplanado y de apariencia oval y que a su vez
contiene una cromatina dispuesta de manera muy compacta (Garner y Hafez,
2000). El acrosoma es la parte anterior que recubre al nucleo espermatico, es un
delgado saco membranoso de doble capa estrechamente adherido al nucleo. En
el acrosoma estan contenidas varias enzimas hidroliticas que participan en el
proceso de la fecundacién, como la proacrosina, hialuronidasa, esterasas y acido-
hidrolasas (Mann y Lutwak-Mann, 1981). La cola espermatica esta conformada
por un cuello y tres segmentos subsiguientes, el medio, el principal y el caudal. El
segmento medio estd comprendido entre el cuello y el anillo citoplasmico y esta
conformado por el axonema, las fibras densas y numerosas mitocondrias
dispuestas en un patron helicoidal. EI segmento principal continia en sentido
posterior al anillo citoplasmico y esta conformado por el axonema y las fibras
densas asociadas. Finalmente, el segmento caudal esta conformado Unicamente

por el axonema y la membrana plasmatica (Garner y Hafez, 2000).
2.3. Fisiologia del espermatozoide
2.3.1. Procesos metabdlicos de los espermatozoides

Aunque los espermatozoides carecen de muchas de las organelas, poseen
las enzimas necesarias para realizar diversas reacciones bioquimicas como la
glucdlisis, el ciclo del acido tricarboxilico, la oxidacién de acidos grasos y el
transporte de electrones (Mann, 1975). La energia requerida para la motilidad
proviene de reservas intracelulares de ATP cuyo empleo estd regulado por la
concentracién endégena del monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), compuesto
que también interviene directamente sobre la motilidad de los espermatozoides
(Hoskins y Casillas, 1973).

Los espermatozoides degradan los azlcares, glucosa, fructosa o manosa, a



acido lactico bajo condiciones anaerobias. Esta actividad glucolitica o mas
correctamente fructolitica, dado que la fructosa es el principal azucar del semen,
permite a los gametos sobrevivir en las condiciones anaerobias, caracteristica que
es importante de considerar durante el almacenamiento de espermatozoides para
fines de inseminacion artificial (Garner y Hafez, 2000).

El espermatozoide utiliza una variedad de sustratos en presencia de
oxigeno, actividad respiratoria que le permite emplear el lactato y el piruvato
resultantes de la fructdlisis de los azlcares, generando diéxido de carbono y agua
(Mann, 1975). Esta via oxidativa, que se localiza en las mitocondrias, es mucho
mas eficiente que la fructdlisis en producir energia. Aunque gran parte del ATP es
empleado como fuente de energia para la actividad de motilidad espermética,
parte de ésta es destinada al mantenimiento de la integridad de los procesos que
intervienen en el transporte activo que se dan a nivel de las membranas del
espermatozoide, procesos de transporte activo cuya funcion es la de mantener la
concentracién de los componentes idnicos vitales para la célula espermatica. De
existir ausencia de sustratos exégenos para generar energia (White, 1980), los
espermatozoides hacen uso de sus reservas intracelulares de plasmalégeno para
dicho fin, pero siendo util s6lo a corto plazo.

2.3.2. Procesos fisiologicos del espermatozoide

2.3.2.1. Proceso de espermatogénesis

La espermatogénesis es el proceso por el cual se forman los gametos
sexuales del macho. Est4 conformada por dos fases: la espermacitogénesis y la
espermiogénesis (Garner y Hafez, 2000).

La espermacitogénesis consiste en una serie de divisiones mitéticas de las
espermatogonias. Estas se dividen varias veces antes de formar a los
espermatocitos. Las divisiones de la espermatogonia madre no ocurren al mismo
tiempo, sino mas bien, cada una comienza una propia nueva onda de divisiones a
intervalos regulares de tiempo. Asi, al comenzar nuevos ciclos, siempre existira un
abastecimiento continuo de espermatocitos (Coy, 1995a). Luego, éstos
experimentan una meiosis que reduce su contenido de ADN a la mitad del que



tienen las células somaticas, origindndose asi las espermatidas (Garner y Hafez,
2000).

Seguidamente, se da inicio de la espermiogénesis, proceso en el cual se da
una serie secuencial de cuatro fases de transformaciones morfolégicas: a) fase de
Golgi, b) fase de capuchén, c) fase acrosomal y d) fase de maduracion;
generandose como producto final al espermatozoide propiamente dicho. Posterior
a esto, se produce la liberacion de los espermatozoides desde los tubulos
seminiferos, etapa a la cual se le denomina con el nombre de

“espermiacion”(Garner y Hafez, 2000).

2.3.2.2. Maduracion de gametos

Los espermatozoides son luego transportados, desde los testiculos, al
epididimo, lugar en el cual han de completar su proceso de maduracién a medida
que son transportados a través de éste. Durante este proceso adquieren la
habilidad potencial para fecundar. En el carnero, el tiempo que dura este proceso
es de 16 dias (Garner y Hafez, 2000).

La maduracion del espermatozoide implica en si, cuatro cambios
funcionales de importancia (Garner y Hafez, 2000): a) desarrollo del potencial para
la motilidad progresiva sostenida, b) cambios metabdlicos, ¢) cambios en la
superficie de la membrana plasmatica, d) migracién distal y pérdida de la inclusién
citoplasmatica.

Durante el desarrollo de la motilidad espermatica de dan cambios
cualitativos y cuantitativos en los patrones metabdlicos presentes en el aparato
flagelar. La motilidad espermatica no se manifiesta en el epididimo, esto se debe a
la presencia de sustancias secretadas por las células epiteliales, como es el caso
de la “inmovilina” y el “factor de quiescencia”, hecho que probablemente tendria
por objetivo el impedir un metabolismo innecesario y con ello, prolongar la vida de
los espermatozoides (Garner y Hafez, 2000).

A medida que van progresando a través del epididimo, el metabolismo de
los espermatozoides cambia gradualmente de un metabolismo oxidativo (aerobio)
a uno glicolitico (anaerobio). Durante esta etapa, el metabolismo es reducido y por
consiguiente ahorran energia (Coy, 1995b). Asimismo, la membrana del acrosoma



es revestida de colesterol, sustancia contenida en grandes cantidades en las
vesiculas flotantes presentes en los tubulos seminiferos, fortaleciéndola e impi-
diendo la liberacion de sus enzimas. (Guyton y Hall, 2000).

Aunque se dice que los espermatozoides estdn maduros cuando
abandonan el epididimo, su actividad es frenada por multiples factores que son
secretados por los conductos genitales del macho. Por tanto, inmediatamente
después de su expulsiébn en el semen, son incapaces de hacer su tarea de
fecundar el ovocito (Guyton y Hall, 2000).

2.3.2.3. Transporte de gametos

Durante la monta natural en la oveja, el semen es depositado entre el
extremo craneal de la vagina y la entrada de la cérvix. El ambiente del tracto
genital femenino no es favorable para la supervivencia de los espermatozoides,
que son reconocidos por los leucocitos como células extranas. Aquellos
reservorios con condiciones para permitir la sobrevivencia y facilitar el transporte
de los espermatozoides dentro del tracto reproductor de la hembra son la cérvix, la
union Gtero-tubarica y el interior de la propia ampolla oviductal. Se requieren horas
para que estos reservorios se vayan llenando y finalmente se liberen poco a poco
los espermatozoides almacenados. El transporte se realiza mediante una
combinacion de la propia motilidad espermatica y de los movimientos peristalticos
del tracto reproductivo de la hembra (Coy, 1995b).

Durante su transporte en el tracto reproductivo de la hembra, los esper-
matozoides experimentan una serie de cambios que le confieren la habilidad de
poder fecundar al ovocito, siendo los tres procesos vitales para que ello ocurra
(Coy, P. 1995b), la capacitacion espermatica, la adquisicion de la hipermotilidad
espermatica y la reaccion acrosomal. Seguidamente se detallara cada proceso.

2.3.2.4. Capacitacion espermatica
En 1951, Chang y Austin sugirieron que existia un proceso de capacitacion

espermatica previo a la fecundacion. Actualmente se asume que la capacitacion

comienza en el Utero; sin embargo, el principal sitio de capacitacion parece ser el



oviducto (Bazer y col., 2000).

La capacitacién es un proceso dinamico y muy complejo que ocurre
normalmente en el tracto reproductivo de la hembra y que incluye (Vega y col
2002), entre otros muchos fendmenos, una modificacién en las propiedades de la
membrana plasmatica que le confieren al espermatozoide la capacidad de
responder a los estimulos externos que desencadenan la reaccion acrosomal y la
subsiguiente penetracion del ovocito.

Es posible que ciertos componentes de la superficie espermatica sean
modificados & eliminados por secreciones del tracto reproductivo de la hembra, lo
que desestabiliza la bicapa fosfolipidica y permite la activacién acrosomal. Tales
cambios pueden incluir una disminucion del colesterol que se presenta en la
superficie del espermatozoide, la modificacion de glucosaminoglucanos, vy
diversos cambios i6nicos a medida que el espermatozoide avanza por el tracto

reproductivo de la hembra (Bazer y col., 2000).

A) Remocion del Colesterol o de sustancias protectoras de membrana

En los epitelios de los conductos genitales del macho se encuentra una
serie de factores decapacitantes entre los cuales se pueden considerar a las
vesiculas donadoras de colesterol contenidas en el plasma seminal y a las firmes
uniones celulares que impiden el ingreso de las proteinas séricas (Davis, 1981).
Las secreciones del utero y del oviducto eliminan los factores decapacitantes que
mantenian inhibida la actividad de los espermatozoides en el tracto reproductor
del macho (Guyton y Hall, 2000). Cuando el espermatozoide llega al uUtero es
expuesto a una infinidad de proteinas séricas que tienen la habilidad de unirse a
los lipidos (Martinez y Morros, 1996), y que incluso remueven la barrera de
esteroles que impide la entrada de calcio al interior del espermatozoide (Davis,
1981). Existen evidencias experimentales de que la albumina sérica juega un
papel determinante en los cambios membranales que ocurren en el
espermatozoide durante la capacitacion (Vega y col 2002)

Segun Davis (1978), la capacitacidn involucra una disminucion reversible de
la proporcién de colesterol en las membranas del espermatozoide. Este despojo
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de sustancias es sélo un primer paso y no representa totalmente el proceso de
capacitacién (Fig. 1).

Parte del colesterol presente en la membrana plasmatica se encuentra en
forma de sulfoconjugados, como es el caso del sulfato de colesterol (Langlais y
Roberts, 1985). El sulfato de colesterol estabiliza las membranas, regula la
permeabilidad y previene la disrupcion de la membrana plasmatica (Martinez y
Morros, 1996). La accién de sulfatasas sobre el sulfato de colesterol ha sido
postulada como parte del mecanismo de la capacitacién. La remocion del
colesterol luego de la desulfatacion, probablemente incremente la fluidez de
membrana y permita el movimiento de proteinas de membrana (Langlais y
Roberts, 1985). La remocidn del colesterol desestabiliza la membrana plasmatica
(Benoff, 1993). Esto esta asociado con un aumento en la permeabilidad al calcio,
lo cual aparentemente dispararia la reaccién acrosomal (Langlais y Roberts,
1985), promoviendo su fusion con la membrana subyacente, que esta formada por
la superficie externa del acrosoma (Davis, 1981).
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Figura 1. Esquema del cambio de los niveles de colesterol en el
espermatozoide durante su traslado por el tracto reproductivo del macho (A)
y de la hembra (B).
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Se ha demostrado que el tiempo de duracién de la capacitacién varia en
las diferentes especies y que dicha variacién esta estrechamente correlacionada
con la proporcién colesterol/fosfolipidos y con los niveles de colesterol en la
membrana del espermatozoide (Davis, 1981; Hoshi y col., 1990), dado que la
iniciacién de la reaccion acrosomal esta fisiol6gicamente regulada con los niveles
de colesterol. En el cuadro 3 se puede observar como la proporcién
colesterol/fosfolipidos viene a ser un determinante molecular fisiolégico en la
duracion de la capacitacion espermatica. La proporcion colesterol/fosfolipidos esta
correlacionada positivamente con el tiempo de duracion de la capacitacion.
Ademas hay un claro, aunque mas débil, efecto de las cadenas de acidos grasos

saturados de los fosfolipidos en el intervalo de la capacitacion.

Cuadro 3. Intervalo de capacitacion y composicion lipidica de

espermatozoides de los diferentes mamiferos

IC Col FL Col+FL Acidos grasosde FL R

horas  Moléculas x10%/espermatozoide ~ AGS TAG Col/FL
Carnero 1.5 4.33 11.56 15.89 0.24 19.8 0.37
Verraco 2 5.59 15.83 21.42 0.23 20.2 0.35
Toro 2 5.36 11.99 17.35 0.23 20.0 0.45
Rata 3.75 7.10 12.26 19.36 0.45 17.5 0.58
Conejo 6 8.47 9.67 18.14 0.46 18.8 0.88
Hombre 7 8.63 8.71 17.34 0.49 19.0 0.99

IC: intervalo de capacitacion; Col: Colesterol; FL: Fosfolipidos; AGS: acidos grasos
saturados/ total de acidos grasos; TAG: Longitud promedio de cadenas de carbono;
R: relaciéon Col/FL. (Davis, 1981 y Darin-Bennett, 1977)

B) Cambios en la membrana plasmatica del espermatozoide

Otro factor importante para que se de la capacitacién del espermatozoide
es el referido con los cambios que experimenta la membrana plasmatica en
cuanto a su distribucion y composicion de los lipidos y fosfolipidos (Baldi y col.,
1996)

La cantidad de fosfolipidos parece no cambiar considerablemente durante

la capacitacion (Baldi y col., 1996). Sin embargo, la capacitacién estd asociada

12



con un aumento en la metilacién de los fosfolipidos, en la sintesis de
fosfatidilcolina (Llanos y Meizel, 1983), de fosfatidilinositol y de liso-fosfatidilcolina
(Snider y Clegg, 1975). Los lisofosfolipidos tienen propiedades fusogénicas y su
incremento puede preparar al espermatozoide para la reaccion acrosomal (Baldi
y col.,, 1996). La enzima fosfolipasa A. genera lisofosfolipidos a través de la
hidrélisis de fosfolipidos y parece estar implicada en la capacitaciéon del
espermatozoide (Baldi y col., 1996).

C) Modificacion de las concentraciones intracelulares del calcio y de otros iones

El cambio en la concentracién de Ca®* a nivel intracelular es uno de los
eventos bioquimicos que caracteriza plenamente a la capacitacion (Baldi y col.,
1996). El incremento de la concentracion de calcio ha sido demostrado en varias
especies de mamiferos (Zhou y col., 1990), habiéndose evidenciado, a partir de
experimentos in vitro, de que el Ca®* extracelular parece ser necesario para que
se de la capacitacion de los espermatozoides (Luconi y col., 1996).

Durante la capacitacién espermética, el espermatozoide regula sus niveles
de calcio intracelular mediante tres vias: a) el sistema Ca**-ATPasa que actla
como una bomba de expulsién de Ca®* (Fraser y McDermott, 1992); b) el sistema
Na*/Ca®* que permitir el ingreso de calcio con salida de sodio; y c) el sistema
Ca**/H*, que permite el ingreso de Ca®* y salida de H* (Fraser, 1995). De estos
tres mecanismos moduladores de Ca?*, el sistema de Ca**-ATPasa tendria el rol
principal en el proceso de capacitacion (Fraser y McDermott, 1992). Otro
mecanismo del cual también depende el incremento intracitoplasmatico de calcio
son los almacenes intracelulares de Ca?', que presumiblemente estarian
localizados en el acrosoma (Baldi y col., 1996).

Ademas del Ca2+, las concentraciones intracelulares de K*, Na*, CI', zincy
de bicarbonato, tienden a variar durante la capacitacion (Baldi y col., 1996). Al
respecto, ha sido comprobado de que el bicarbonato cumple un papel importante
en la capacitacion de varias especies de mamiferos (Shi y Roldan, 1995),
estimulando a que se de el ciclo de la adenil ciclasa (Baldi y col., 1996).

El hecho de que el pH intracelular del espermatozoide maduro no

capacitado sea relativamente acido, es para prevenirlo de una prematura
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capacitacién, prolongando asi su viabilidad durante su estancia en el epididimo sin
que se de una reaccion acrosomal espontanea. En algunas especies de
mamiferos existe un incremento del pH a nivel intracelular durante la capacitacion
(Baldi y col., 1996), pero su papel es incierto, ya que un aumento del pH en los
espermatozoides no hace que se acelere la capacitacién (Fraser, 1995). Sin
embargo, dicho incremento en el pH podria indirectamente estar involucrado en la
activacién de los canales de K*, permitiendo de esta manera un eflujo de iones K*,
llevando el potencial de reposo del espermatozoide hacia el potencial de equilibrio
para este ién e hiperpolarizando consecuentemente la membrana plasméatica de
las células (Vega y col 2002).

La concentracion intracelular de Na* aumenta durante la capacitacién (Baldi
y col., 1996). Tal aumento parece ser importante, ya que un ion6foro de Na*, la
monesina, promueve este proceso en el espermatozoide de raton (Fraser, 1995).
El zinc pueda jugar un papel en la desestabilizacion de la membrana plasméatica
durante la capacitacion (Andrews y col., 1994).
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Figura 2. Esquematizacion de los principales eventos de la

capacitacion espermatica.

En la figura 2 se esquematizan los principales eventos que se dan durante

la capacitacion, principalmente se aprecia que el incremento en la fluidez de la
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membrana, debido a la pérdida del colesterol, produce un aumento en la
permeabilidad al Ca®* y HCOs'. El incremento de la concentracién intracelular de
Ca** y HCOjs activa la adenil ciclasa, que produce un incremento de AMPc y
subsecuentemente se incrementa la PKA. Esto aumenta la fosforilacion de
tirosina en el espermatozoide. Otro modulador fisiol6gico de la fosforilacion son
las especies reactivas de oxigeno (ROS) que pueden generarse desde los

espermatozoides y el tracto reproductor de la hembra (Baldi y col., 1996).

2.3.2.5. Hiperactivacion espermatica

El incremento de la concentracién calcio intracelular, que se produce
durante la capacitaciéon, modifica la actividad del flagelo, haciendo que tenga una
potente actividad de latigueo, en lugar del débil movimiento ondulante anterior
(Guyton y Hall, 2000). A esta motilidad distinta, se le conoce como hiperactivacion
espermatica. Se caracteriza por presentar un movimiento flagelar pronunciado,
marcado movimiento de la cabeza del espermatozoide hacia los lados y una
trayectoria no lineal (Baldi y col., 1996). La hiperactivacion espermatica es otro de
los procesos necesarios para que el espermatozoide alcance al ovocito y pueda

llevarse a cabo la reaccion acrosomal y la fecundacién (Guyton y Hall, 2000).
2.3.2.6. Reaccion acrosomal

La capacitacion es la fase previa necesaria para que tenga lugar la reaccion
acrosomal (Guyton y Hall, 2000), y la cual basicamente consiste en una
vesiculacién y posterior desaparicion de la membrana plasmatica y la acrosomal
externa. De modo que la cabeza espermatica queda, en esa zona, sélo cubierta
por la membrana acrosomal interna (Coy, P. 1995b). La reaccién del acrosoma
implica principalmente la liberacion de las enzimas hidroliticas contenidas en el
acrosoma del espermatozoide (ver Fig. 3) (Guyton y Hall, 2000).

En el acrosoma del espermatozoide se encuentran almacenadas grandes
cantidades de hialuronidasa y de enzimas proteoliticas. La hialuronidasa
despolimeriza los polimeros de acido hialurénico del cemento intercelular que

mantiene unidas las células del cumulus oophorus que rodea al ovocito. Las
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enzimas proteoliticas digieren las proteinas de los elementos estructurales de los
tejidos que todavia permanecen adheridos al ovocito (Guyton y Hall, 2000). Entre
las enzimas proteoliticas tenemos a la acrosina, que se encarga de digerir la
cubierta acelular que rodea el ovocito, también llamada zona pelucida (Coy, P.
1995Db).

La verdadera reaccidén acrosomal se da en presencia del ovocito y consiste
en la fusién de la membrana plasmatica del espermatozoide con la membrana
acrosomal externa, seguida por extensa vesiculacion sobre el segmento anterior
del acrosoma (Bedford, 1983). Esto difiere de la "falsa" reaccion acrosomal que

ocurre durante la senescencia o degeneracion de los espermatozoides. (Bazer y

col., 2000).
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Figura 3. Diagrama del proceso de reaccion acrosomal espermatica
Los estimulos potenciales de la reaccion acrosomal incluyen el fluido
oviductal, el fluido folicular y varias proteinas del cumulus oophorus. Es probable

que la alta concentracidbn de progesterona y otros esteroides del cumulus
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oophorus induzcan la reaccion acrosomal durante el proceso de fertilizaciéon. Las
proteinas de la zona pellcida y la progesterona inducen sinérgicamente la
reaccion del acrosoma in vitro (Baldi y col., 1996). En los mamiferos, el factor
inductor de la reaccion acrosomal es una glucoproteina de la zona peltcida (ZP)
del ovocito, conocida como ZP3 (Vega y col., 2002). Se han postulado como
principales receptores de la ZP3 en el espermatozoide a: una proteina de 56 KDa,
una tirosina cinasa de 95 KDa, B1-4 galactosiltransferasa y las espermadesinas
(Darszony col., 1999).

Uno de los primeros eventos que ocurren en los espermatozoides luego del
estimulo con ZP3 y la progesterona es la unién a su receptor. Esto es seguido de
una cascada de procesos que estan involucrados en la induccion de la reaccion

del acrosoma (Baldi y col., 1996).
A) Incremento intracelular del calcio durante la reaccion acrosomal

La reaccién del acrosoma depende de la composicion iénica del medio e
involucra un aumento en la permeabilidad a distintos iones, por lo que durante
este proceso el espermatozoide se alcaliniza y sufre cambios en el potencial de
membrana (Baldi y col., 1996). El incremento de calcio intracelular esta asociado
con una salida de H" y un incremento del pH intracelular (Baldi y col., 1996).

La union de la glucoproteina de la zona pellcida a su receptor produce una
despolarizacion de la membrana. Esta despolarizacién es capaz de producir un
ingreso de Ca®* al espacio intracelular a través de los canales dependientes de
voltaje (Darszon y col., 1999). Los canales de Ca®* sensibles al voltaje se activan
con despolarizaciones relativamente pequenas (Publicover y Barratt, 1999). Se ha
establecido que las corrientes a través de estos canales son el Unico tipo de
corrientes de Ca?* sensibles al voltaje que se expresan funcionalmente en los
espermatozoides (Arnoult y col., 1996).

Los cambios en la concentracién de Ca®* intracelular ocurren en dos fases
distintas (Florman, 1994). La fase rapida se debe probablemente a la activacién
de los canales dependientes de voltaje (Vega y col., 2002). Por otro lado, existe
evidencia experimental que indica que después de la fase rapida es necesario

que exista un aumento lento y sostenido en la concentracién de Ca?* intracelular
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para que se desarrolle la reaccion acrosomal. Esta segunda fase probablemente
involucra la liberacién de Ca** de reservorios intracelulares sensibles al segundo
mensajero inositol trifosfato (IP3) (Walensky y Snyder, 1995) y una subsecuente
entrada de Ca®" al interior de las células mediada por un tipo particular de canales
de Ca** presentes en la membrana plasmatica conocidos como canales
capacitativos (Jungnickel y col., 2001).

La liberacién de Ca®* desde los reservorios intracelulares se inicia cuando
la FLC se activa y comienza a generar |IP3. Este segundo mensajero activa a sus
receptores en la membrana acrosomal (IP3R), produciendo asi la liberacién de
Ca®* al citosol. Al respecto conviene sefalar que el acrosoma entre otras
funciones actlia como reservorio para los iones de Ca®* (Vega y col., 2002). El
vaciamiento de los reservorios internos de Ca®* produce una entrada adicional de
Ca?* a través de la membrana plasmatica. Este proceso esta4 mediado por canales
capacitativos (Vega y col., 2002; Santi y col., 1998; Fig. 4).
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Figura 4. Diagrama de la participacion de canales de Ca®* durante la
reaccion acrosomal en el espermatozoide
Ademas, es probable que los iones Ca®* causen alteraciones de la
membrana celular que reviste la punta del acrosoma, haciendo que el acrosoma

pueda liberar sus enzimas rapida y facilmente cuando el espermatozoide penetra
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en la granulosa que rodea al ovocito y mas aun cuando trata de perforar la zona
pellcida del propio ovocito (Guyton y Hall, 2000).

El Ca®* juega un papel importante en la respuesta mediada por receptores
y en la fusion de la membrana del espermatozoide. De igual manera otros iones
como el sodio, el potasio, el cloro, el bicarbonato y el cloro pueden estar
implicados en este proceso (Baldi y col., 1996; Darszon y col., 1999).

B) Activacion de las proteinas cinasas y fosfolipasas durante la reaccion.

La unién de la ZP3 a su receptor induce la activacién de la cinasa tirosina,
que produce un aumento en la fosforilaciéon de tirosina y la autofosforilacién del
receptor (Breitbart y Spungin, 1997). Esta union permite que se estimule un
nucleétido de guanina ligado a proteina (proteina G), la cual traduce la sefal y
estimula a la adenil ciclasa y la fosfolipasa C (Baldi y col., 1996). La activacion de
estas dos enzimas lleva a un aumento en la generacién de segundos mensajeros;
la adenil ciclasa produce un incremento del AMPc (Baldi y col., 1996) y la
fosfolipasa C cataliza la degradacion de algunos fosfolipidos de la membrana, en
especial al bifosfato de fosfatidilinositol (PIP2) (Guyton y Hall, 2000), produciendo
el incremento de otros dos segundos mensajeros: el inositol trifosfato y el
diacilglicerol (Roldan, 1998).

El incremento de AMPc activa a la PKA, y el incremento de diacilglicerol
activa a la PKC. Estas proteinas cinasas, como ya es conocido, producen la
fosforilacion de proteinas. Segun algunos estudios el AMPc, también esta
involucrado con la entrada de Na+ a la célula (Baldi y col., 1996).

El inositol trifosfato producido por la fosfolipasa C, aumenta la
concentracién de Ca® intracelular mediante la liberacién de Ca®** desde
almacenes intracelulares. Se ha reportado que la entrada de Ca** depende
parcialmente de la activacion de la cinasa tirosina (Baldi y col., 1996).

La activacion de la fosfolipasa A2 (FLA2) y la fosfolipasa D (FLD) dependen
del incremento intracelular de Ca®'. Esto produce la generacién de segundos
mensajeros como el 4cido araquiddnico (AA), la liso-fosfatidilcolina (LC) y el acido
fosfatidico (AF) desde los fosfolipidos de la membrana. Durante la reaccion
acrosomal la fosfolipasa D es activada y el acido fosfatidico es generado. Sin
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embargo, la activacién de la fosfolipasa D es un evento tardio de la reaccion
acrosomal y no parece contribuir sustancialmente (Roldan, 1998).

Lo descrito anteriormente produce cambios drasticos en la composicion de
la membrana lipidica, lo que lleva a la fusion de la membrana plasmatica con la
membrana acrosomal y formacién de vesiculas laminares, llevando a la reaccién
del acrosoma propiamente dicha (Martinez y Morros, 1996) (Fig. 5).
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Figura 5. Esquematizacion del proceso de reaccion acrosomal en el

espermatozoide.

2.2.2.7. Fecundacion

Al alcanzar la zona pelucida del ovocito, la membrana anterior del
espermatozoide se liga especificamente a las proteinas receptoras de la zona
pelucida (Guyton y Hall, 2000). Después se disuelve rapidamente todo el
acrosoma y se liberan de inmediato todas las enzimas del mismo. En cuestion de
minutos, estas enzimas abren una via de penetracion para el paso de la cabeza

del espermatozoide a través de la zona pelucida hasta el interior del ovocito.
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Luego, se fusionan las membranas de la cabeza del espermatozoide y del ovocito,
formando una sola célula. Al mismo tiempo, el material genético del
espermatozoide y del ovocito se combina para formar un genoma completamente
nuevo. Este es el proceso denominado fecundacion (Guyton y Hall, 2000).

Debido a los cambios que tiene que sufrir el espermatozoide en el tracto
reproductivo de la hembra, la deposiciébn del semen antes de la ovulacién es
fundamental para que la fecundacion se pueda llevar a cabo. Por esta razoén las
hembras son sexualmente receptivas durante al menos 24 horas antes de la
ovulacién. La supervivencia del espermatozoide ovino en el tracto reproductor
femenino es de 30 a 48 horas y el ovocito sobrevive de 16 a 24 horas. (Coy, P.
1995Db).

2.4. Criopreservacion de semen

La criopreservacion de semen de animales domésticos ofrece muchas
ventajas en los sistemas de produccién, particularmente en los programas de
mejoramiento genético. El proceso de criopreservaciéon produce un dafno celular
que disminuye el porcentaje de espermatozoides viables (Quinn y col., 1969).
Consecuentemente, es de esperar que cuando se utiliza la inseminacién artificial
con semen congelado la fertilidad obtenida es menor en comparacion a cuando se

utiliza semen fresco (Watson, 2000).

2.4.1. Principios basicos de la criopreservacion

El objetivo principal de la criopreservacion es el mantenimiento de la
viabilidad y funcionalidad celular por un periodo prolongado de tiempo. Para lo
cual, es necesario mantener el semen a temperaturas inferiores a —130°C para
detener completamente los procesos metabdlicos (Medeiros y col., 2002). La
supervivencia a la congelacion es el producto de numerosos factores que
interaccionan entre si (Boiso, 2001).

La criopreservacion de cualquier material biolégico se efectua
indispensablemente dentro de una solucion que otorgue propiedades fisico-
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quimicas favorables para la sobrevivencia durante la congelacion vy
descongelacion (Vila, 1984).

Cuando la suspension alcanza temperaturas entre -5 y -10°C se forman
nucleos de hielo, que se distribuyen aleatoriamente en el medio extracelular. La
membrana plasmatica del espermatozoide constituye una barrera que detiene la
formacion de hielo dentro de la célula (Vila 'y Garcia, 1983; Holt, 2000).

La cristalizacién en el medio extracelular da lugar a hielo puro, dejando los
solutos progresivamente mas concentrados en la fraccidon liquida. Este proceso
recibe el nombre de crioconcentracion. La fraccion liquida se hace hipertonica y en
respuesta a la diferencia de gradientes de concentracion, la célula se deshidrata
(Boiso, 2001).

El punto eutéctico refleja la maxima concentracién de solutos que puede
alcanzarse justo antes de que el agua y los solutos se solidifiquen conjuntamente
(Grossmann y Santal6, 1991). Cuando la temperatura baja hasta alcanzar el punto
eutéctico, la fraccién no congelada y los solutos se solidifican (Vila y Carretero,
1985).

Al ocurrir la cristalizacion, hay una liberacion de energia en forma de calor
latente de solidificacion. Esto eleva transitoriamente la temperatura de la solucion.
Este proceso de aumento y disminucién rapida de la temperatura es perjudicial
para las células (Boiso, 2001).

La velocidad de congelamiento es wun factor importante en la
criopreservacion. Cuando la velocidad de congelamiento es muy rapida, la célula
no es capaz de deshidratarse lo suficiente (Boiso, 2001). Consecuentemente, se
produce una inadecuada deshidratacién y el agua que aun se encuentra en el
interior de la célula forma cristales de hielo, que tienen un efecto letal para la
célula (Mazur, 1984). Por el contrario, si la velocidad es demasiado lenta, la
deshidratacion serd extrema pudiendo llegar al colapso celular (Boiso, 2001). La
deshidratacién severa produce la desnaturalizacion de macromoléculas y una
reduccién excesiva del tamafio celular hasta el colapso irreversible de la
membrana plasmatica (Mazur, 1984). Por tanto, la velocidad de congelamiento
debe ser lo suficientemente rdpida para reducir el tiempo de exposicion del
espermatozoide a condiciones hiperosmaéticas y al mismo tiempo, debe ser lo

suficientemente lenta para permitir que ocurra la deshidratacion celular. La
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supervivencia celular serd maxima a una velocidad de congelamiento adecuada,
que es especifica para cada tipo celular. (Holt, 2000). La velocidad de
congelamiento es de considerable importancia durante el “rango critico de
temperatura”, definido como el periodo donde ocurre la formacion de cristales de
hielo y la consecuente deshidratacién celular (Kumar y col., 2003).

Mazur (1984) postula que la lesion celular crioinducida podria explicarse
también por la accidon combinada de factores fisicos. Los factores fisicos a los que
se refiere son el estrés osmdético y la presion que sufren las células en sus
membranas por la expansién del hielo. Esta presion produce una deformacion
celular que a bajas temperaturas resulta letal. Las membranas celulares son las
estructuras que sufren mayor dafno en los procesos de criopreservacion, debido a
la pérdida de fluidez de sus componentes lipidicos. La transicién de lipidos fluidos
a solidos se presenta a temperaturas entre 10 y 16°C alterando todas las
funciones de la membrana y confiriéndole un alto grado de fragilidad (Grossmann
y Santalé, 1991).

2.4.2. Métodos de criopreservacion

De acuerdo a la velocidad de enfriamiento y descongelacion los métodos de
congelacion pueden clasificarse en protocolos de congelacion lenta con
descongelacién rapida, congelaciéon lenta con descongelacion lenta, congelacién
ultrarapida y vitrificacion (Boiso, 2001).

En los dos primeros, la adicién del crioprotector suele hacerse por pasos, y el
descenso de la temperatura se realiza lentamente, en un congelador programable.
La descongelacion lenta se lleva a cabo también mediante el uso del congelador
programable, mientras que la descongelacion rapida se hace rapidamente a
temperatura ambiente o en un bafo maria a 30°C, para evitar la recristalizacion
(Boiso, 2001).

La congelacion ultrarapida fue originalmente descrita para la congelacion de
embriones, por Trounson (1986). Implica la rapida deshidratacion celular,
utilizando altas concentraciones de crioprotector, seguida de la inmersion en
nitrégeno liquido. La vitrificacion (Rall y Fahy, 1985) se basa en la congelacion

rapida en una mezcla de crioprotectores utilizados en muy altas concentraciones,
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que a bajas temperaturas aumentan su viscosidad formando un vidrio, sin

formacién de hielo.

2.4.3. Protocolos de criopreservacion de semen ovino

La criopreservacion de semen ovino emplea el protocolo de congelacion
lenta con descongelacién rapida. Este protocolo esta conformado por el proceso
de enfriamiento, el proceso de congelamiento y el proceso de descongelamiento
(Santiani, 2003).

El enfriamiento se da en dos fases, en la primera el semen diluido es
enfriado hasta temperaturas de 5°C, para luego, en una segunda fase que permite
la estabilizacion del semen diluido con la adicién de sustancias crioprotectoras
(Salamon y Maxwell, 2000).

El periodo de disminucion de temperatura entre 35 a 5°C se da entre a 0.5 a
3 horas (Aisen y col., 2000; Molinia y col., 1994a, 1994b; Gil y col., 2003a, 2003b)
y tiene por finalidad el reducir la motilidad espermatica (Fiser y Fairfull, 1986).
Para permitir la estabilizacion celular, se mantiene el semen a 5°C por un periodo
de 0.5 a 1.5 horas a antes de iniciar el congelamiento (Aisen y col., 2000; Molinia y
col., 1994a, 1994b). Por otro lado, Santiani (2003) sustenta que el estrés oxidativo
se incrementa cuando se mantienen los espermatozoides a 5°C por periodos
prolongados, produciéndose una peroxidacion lipidica de las membranas.

El proceso de congelamiento empieza cuando la temperatura llega a 5°C y
se realiza exponiendo las pajuelas a los vapores de nitrégeno liquido (Salamon y
Maxwell, 2000). Durante este proceso se presenta el “rango critico de
temperatura”, que en el caso de espermatozoides ovinos, se produce entre los —
10°C a -25°C (Salamon y Maxwell, 1995a), tanto al congelar como al
descongelar, y no durante el almacenamiento en nitrégeno liquido (Mazur, 1965).

Segun Byrne y col. (2000), una velocidad de congelamiento de 5°C/minuto
entre 5 a -25°C; 50°C/minuto entre —25°C a -130°C y la posterior inmersion en
nitrégeno liquido produce la mejor viabilidad en espermatozoides ovinos. Por lo
tanto, la reduccion de la temperatura a 5°C/minuto durante el rango critico de
congelamiento parece ser la velocidad 6ptima de congelamiento del semen ovino.

Otros sostienen que manteniendo las pajuelas 8 cm encima de nitrégeno liquido
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también permite reducir la temperatura dentro de las pajuelas a —150°C en 15
minutos (El-Alamy y Foote, 2001).

Finalmente, el descongelamiento del semen es tan importante como el
congelamiento, porque los espermatozoides tienen que atravesar nuevamente el
“rango critico de temperatura” (Salamon y Maxwell, 2000). El descongelamiento
rapido es necesario para prevenir la recristalizacién de cualquier cristal de hielo
intracelular presente en el espermatozoide. En la mayoria de trabajos, la
descongelaciéon de pajuelas de semen ovino se ha realizado en bafio maria a 37-
50°C durante algunos segundos hasta 5 minutos (Fiser y col., 1981; Molinia y col.,
1994a, 1994b; Aisen y col., 2000; Gil y col., 2000; El-Alamy y Foote, 2001; Gil y
col.,, 2003b; Kumar et al.,, 2003). Por otro lado, el descongelamiento a una
temperatura menor a 37°C previene el estrés osmético y mantiene la integridad

de membrana en espermatozoides bovinos (Correa y col., 1996)

2.4.4. Efectos daininos de la criopreservacion sobre el espermatozoide

La reduccion de la capacidad fecundante esta relacionada a dos razones
puntuales, una baja viabilidad post-descongelamiento y un trastorno subletal en
una proporcion de espermatozoides sobrevivientes (Watson, 2000).

La baja viabilidad se debe a factores como: cambio de temperatura, estrés
osmético, la formacién de hielo intracelular y la toxicidad. El cambio de
temperatura produce un estrés en la membrana, posiblemente relacionado con un
cambio de fase en los lipidos (Watson, 2000). Las lesiones producidas por el
congelamiento de las membranas antes y durante el congelamiento sélo se
invierten parcialmente después del descongelamiento. Las proteinas integrales de
la membrana son agrupadas por la separacion de la fase lipidica, y esto puede
alterar su funcion, especialmente la funcién de las proteinas de canales ionicos.
Es por eso que la permeabilidad de la membrana aumenta después del
congelamiento (Watson, 2000). La regulacion de calcio es claramente afectada y
altera la funcion celular. En casos severos, es incompatible con la viabilidad
celular (Bailey y Buhr, 1994). Como ya se mencionado anteriormente el estrés

osmotico y la formacion de hielo intracelular producen una disminucién de la
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viabilidad espermatica. Finalmente la toxicidad de algunas sustancias como el
glicerol también producen la muerte de los espermatozoides (Watson, 2000).

Un porcentaje de los espermatozoides sobrevivientes presenta un dafo
funcional que esta relacionado con la calidad de la membrana, dafos oxidativos,
integridad de los receptores de membrana e integridad de la estructura nuclear,
(Watson, 2000). Esto se ve reflejado en la motilidad, capacitacion espermatica e
integridad acrosomal.

Una de las principales caracteristicas de los espermatozoides
criopreservados es la disminucién de la proporcion de células métiles (Watson,
2000). La motilidad post descongelamiento se reduce a valores entre 40 a 50%
(Molinia y col., 1994a; 1994b; Hellemann y Jara, 1997; El-Alamy y Foote, 2001;
Salamon y Maxwell, 2000).

El proceso de criopreservacién esta relacionado a la capacitacion
espermatica. Los espermatozoides ovinos luego del proceso de congelamiento-
descongelamiento muestran un alto porcentaje de capacitacion en comparacién
con espermatozoides de semen fresco (Pérez y col., 1996; Maxwell y Watson,
1996). En ese sentido, el porcentaje de espermatozoides capacitados en semen
fresco varia entre 5 a 20%, mientras que en espermatozoides descongelados el
porcentaje de capacitacion puede llegar hasta 90% (Pérez y col., 1996), aunque
varia entre 40 a 60% (Apéndicel, Gil y col., 2000, 2003a, 2003b). In vitro, la
capacidad fecundante de espermatozoides ovinos descongelados es superior en
comparacién con espermatozoides de semen fresco (Gillan y Maxwell, 1999). Esto
estaria confirmando que un alto porcentaje de espermatozoides ovinos luego del

proceso de congelamiento-descongelamiento ya estarian capacitados.

En relacion a la integridad acrosomal, la criopreservacién aumenta
ligeramente la reacciébn acrosomal en espermatozoides viables de ovinos.
Alrededor del 10% (De las Heras y col., 1996; Pérez y col., 1996; D'Alessandro y
col., 2001; Gil y col., 2000, 2003a, 2003b) de espermatozoides vivos luego del
descongelamiento experimentan reaccién acrosomal, en comparacion con la
reaccion acrosomal menor a 4% en semen fresco de ovino (Pérez y col., 1996;

Valcarcel y col., 1997; Paulenz y col., 2002)

2.5. Composicion de diluyentes para congelar semen
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Los dilutores de semen para la criopresevacion estdn compuestos por
diferentes sustancias que cumplen las siguientes funciones: a) proveer nutrientes
como fuente de energia, b) proteger a los espermatozoides del efecto dafino del
enfriamiento, ¢) mantener un adecuado equilibrio del pH, d) mantener una
adecuada presion osmoética y balance electrolitico, €) inhibir el crecimiento
bacteriano, f) incrementar el volumen del semen para que pueda ser usado para
multiples inseminaciones y @) proteger a los espermatozoides durante el
congelamiento (Hafez, 2000).

Entre los componentes utilizados para mantener un adecuado pH e

incrementar el volumen seminal tenemos:

a) Leche:

La leche, especificamente, leche de vaca, es utilizada para diluir semen
de diferentes especies (Foote y col., 1993; 2002; Salamon y Maxwell, 2000; EI-
Alamy y Foote, 2001; Paulenz y col., 2002; Gil y col., 2000; 2003a, 2003b;
Santiani, 2003). Las proteinas de la leche actuan como amortiguadores contra
cambios de pH y como agentes quelantes contra cualquier metal pesado presente
(Salamon y Maxwell, 2000). La caseina, la principal proteina de la leche, también
tiene un efecto antioxidante (Foote y col., 2002), y por tanto confiere proteccion a
los espermatozoides durante la reduccién de temperatura (Salamon y Maxwell,
2000). Sin embargo, otra proteina presente en la leche, la lactenina, es téxica
para los espermatozoides (Salamon y Maxwell, 2000), es por lo que se
recomienda calentar la leche previamente a temperaturas superiores a los 90°C,
lo cual inactiva a esa proteina (Salamon y Maxwell, 2000; El-Alamy y Foote, 2001;
Paulenz y col., 2002; Gil y col., 2003a, 2003b).

La leche puede ser usada en forma entera (El-Alamy y Foote, 2001),
reconstituida (Fiser y col., 1981; Salamon y Maxwell, 2000; Paulenz y col., 2002)
o descremada (Gil y col., 2000; El-Alamy y Foote, 2001; Gil y col., 2003a, 2003b).
El uso de leche tratada con altas temperaturas (UHT) es muy recomendado por
su condicion de esterilidad y por no requerir calentamiento previo (Salamon y
Maxwell, 2000). Algunos estudios indican que no existen diferencias entre utilizar
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leche entera pasteurizada y leche descremada (Gil y col., 2000; El-Alamy y Foote,
2001; Paulenz y col., 2002; Gil y col., 2003a, 2003b).

b) Tris:

El compuesto tris-[hidroximetil] aminometano (C4H1{NOs3), conocido como
Tris se emplea en la criopresevaciéon del toro (Anduaga, 1980; Chen y col., 1993;
Salamon y Maxwell, 2000), verraco (Salamon y Maxwell, 2000), caprino
(Bittencourt y col., 2004; Aboagla y Terada, 2003) y carnero (Molinia y col., 19943a;
1994b; Aisen y col, 1995; 2000; 2002; Salamon y Maxwell, 2000), entre otros. Es
una sustancia organica, de aspecto cristalino, su peso molecular es de 121.14
g/L., que posee la particularidad de formar soluciones acuosas y sistemas
reguladores de la concentracion de iones de hidrégeno. Posee una constante de
disociacion bésica, tal que una solucion de 50 mM de Tris corresponde a un pH
de 10.4, el cual protege a los espermatozoides de cambios de pH. Por este motivo
para ser utilizado en la criopreservacion de semen requiere estar asociado con el
acido citrico (Anduaga, 1980).

El Tris por su capacidad amortiguadora, osmética y el ser de baja
toxicidad, aun en altas concentraciones, es empleado en la criopreservacion de
semen para, entre otros aspectos, neutralizar los productos de desecho
resultantes del metabolismo de los espermatozoides, y en particular al acido
lactico (Salamon y Maxwell, 1995a). Los espermatozoides ovinos toleran un rango
de concentraciones entre 100 a 400 mM (Salamon y Visser, 1972; Molinia y col.,
1994b).

En relacion a los resultados obtenidos con diferentes concentraciones de
Tris (100, 150, 200, 250 y 300 mM) en la criopreservacion de semen de carnero,
se ha encontrando una mejor motilidad progresiva a 150 mM (41 %) (Molinia y
col., 1994b). Sin embargo, los resultados obtenidos por ese estudio fueron
inferiores a los conseguidos por otros autores (Apéndice2; Aisen y col., 1995;
Hellmann y Jara, 1997; El-Alamy y Foote, 2001).

Por otro lado, Gil y col (2000) obtuvieron mejores resultados al emplear un
medio en base a leche descremada (46.5 %) en comparacion a otro en base a
Tris (33.7 %).
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Para proveer energia al espermatozoide, los dilutores de semen deben
incluir azucares del tipo monosacaridos. La principal fuente de energia para los
espermatozoides es la fructosa, siendo el Unico carbohidrato presente en el
semen ovino. Sin embargo, los espermatozoides también pueden metabolizar
otros monosacaridos como la glucosa y manosa (Garner y Hafez, 2000). La
células glucolizan a la fructosa con mayor rapidez que a la glucosa, esto se debe
a que la fructosa no requiere el paso en el metabolismo de glucosa catalizado por
la fosfofructocinasa, que es donde se ejerce el control sobre la velocidad del
catabolismo de la glucosa (Mayes, 1997a). Otros carbohidratos del tipo
polisacaridos no actian como fuente de energia, pero son utilizados por su
habilidad para preservar la motilidad espermatica. La mayoria de diluyentes para
semen ovino incluyen glucosa o fructosa, aunque también se pueden utilizar la
manosa o la maltosa (Salamon y Maxwell, 2000). Segun Molinia y col., (1994b) no
existe diferencia entre el monosacarido utilizado para la criopreservacion de
semen. Los resultados obtenidos en la criopreservacién de semen de carnero
han sido similares tanto con la fructosa o la glucosa como fuente de energia
(Apéndice2 y 3).

Para proteger a los espermatozoides del efecto dafnino del enfriamiento y
descongelamiento, se incluyen en los dilutores de semen a la yema de huevo
(Watson, 1975; Watson y Martin, 1975; Salamon y Maxwell, 2000). Algunos
fosfolipidos de la yema de huevo protegen la membrana espermatica (Watson,
1981) al unirse a su superficie (Watson, 1975). De esta manera, la yema de huevo
previene el dafo peroxidativo (Jones y Mann, 1977). Se ha demostrado que el
efecto protector de la yema de huevo es mayor en los espermatozoides de toro en
comparacién a los espermatozoides de carnero (Salamon y Maxwell, 1995a). En
el espermatozoide de carnero hay una débil interaccion entre la membrana
lipidica y los lipidos que conforman la yema de huevo (Aisen y col., 2000). En el
carnero, las dificultades halladas en la criopreservacién de semen podrian estar
relacionadas a la alta proporcién de acidos grasos insaturados con respecto a los
saturados y al bajo porcentaje de colesterol en la membrana plasmatica (Davis,
1981; Aisen y col, 2000). La yema de huevo también es una fuente de hierro y
otros metales. Estos metales pueden intensificar los efectos del perdxido de
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hidrogeno por la reaccion de Fenton, lo que podria intensificar los efectos de la
peroxidacién lipidica (Bilodeau y col., 2002).

En ovinos, Gil y col. (2003b) evaluaron diferentes concentraciones (entre
5 a 20 %) de yema de huevo en un dilutor en base a leche descremada. Ellos
encontraron que el aumento en la concentracion de yema de huevo en el dilutor
no mostraba efectos favorables. Con respecto a dilutores en base a Tris, Molinia y
col. (1994a) demostraron que con 18% de yema de huevo se obtienen mejores
porcentajes de motilidad post descongelamiento. El-Alamy y Foote (2001)
encontraron que concentraciones mayores a 20 % de yema de huevo tiene un
efecto negativo en la motilidad espermatica. Actualmente, se utilizan
concentraciones entre 10 a 20% de yema de huevo para congelar semen ovino
(Apéndice1; Molinia y col., 1994a; Aisen y col, 1995; 2000; 2002; Hellemann vy
Jara, 1997; Gil y col., 2000; El Alamy y Foote, 2001).

Para proteger a los espermatozoides durante el congelamiento se
emplean agentes crioprotectores (Boiso, 2001). Estas sustancias se encargan de
disminuir los efectos nocivos producidos por el proceso de criopreservacion y sus
propiedades seran discutidas mas adelante.

Para inhibir el crecimiento bacteriano se adicionan antibidticos a los
dilutores, como la penicilina sédica y la estreptomicina (Salamon y Maxwell, 2000).

Ademas de las sustancias anteriormente mencionadas también se han
adicionado otros compuestos. Uno de ellos es el acido etildiaminoacético (EDTA)
qgue mejora la accién crioprotectora de los disacaridos en el congelamiento de
semen ovino (Salamon y Maxwell, 2000). Esto se produce gracias a la disminucién
de la temperatura de congelamiento de las soluciones disacaridas producida por el
EDTA. En este caso, el EDTA actua como agente quelante y el calcio puede influir
sobre las propiedades crioscopicas de los azucares (Aisen y col., 2000). La
adicion de EDTA a los diluyentes puede eliminar la accién inhibitoria del Ca®*
sobre la proteccién de membrana ejercida por los disacaridos (Aisen y col., 2000).
Ademas el EDTA previene la peroxidacién de los fosfolipidos de la membrana
plasmatica de los espermatozoides (Salamon y Maxwell, 2000). El calcio también
tiene un papel en las vias de senalizacidén en la reaccion acrosomal, la cual esté
reducida en presencia de EDTA. (Aisen y col., 2000).
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El uso de sustancias tenso activas también ha demostrado tener un efecto
protector en la integridad acrosomal. En ovinos, la adicion del surfactante Equex
STM ® a un diluyente en base a Tris mejora en un 60% la integridad acrosomal de

los espermatozoides (Hellemann y Jara, 1997).

2.5.1. Agentes crioprotectores

Los agentes crioprotectores son sustancias hidrosolubles y de baja toxicidad
que disminuyen el punto eutéctico de una solucién dada (Garcia y Vila, 1984),
previniendo de esta forma el estrés osmotico. El descenso del punto eutéctico
implica que se alcanzara la maxima concentracion de solutos a una menor
temperatura, de forma que los espermatozoides estaran mas deshidratados y el
estrés osmético al que estaran sometidos sera menor (Boiso, 2001). De esta
manera, los agentes crioprotectores previenen la formacion de hielo intracelular
debido a la mayor deshidratacién celular (Medeiros y col., 2002).

Los crioprotectores se clasifican en dos grandes grupos: crioprotectores
permeantes y no permeantes, de acuerdo a la permeabilidad a través de la

membrana plasmatica del espermatozoide (Boiso, 2001):

A) Agentes crioprotectores permeantes

Son sustancias permeables a través de la membrana debido a su de bajo
peso molecular. Protegen a la célula de las lesiones producidas por las
congelaciones a velocidad lenta (Garcia y Vila, 1984). Si bien el espermatozoide
es permeable a estos agentes, su permeabilidad no es de la misma magnitud a la
del agua. Sin embargo, atraviesan la membrana plasmatica reemplazando el
volumen de agua que se encuentra dentro de la célula. Consecuentemente, evitan
los dafos producidos por la formacion de cristales de agua en el interior de la
célula y mantienen el volumen celular, evitando el colapso de los espermatozoides
por una deshidratacion excesiva (Medeiros y col., 2002). Por otro lado, los
crioprotectores permeantes pueden ser tdxicos para los espermatozoides,
induciendo alteraciones en la membrana plasmatica y disminuyendo la motilidad

espermatica (Medeiros y col., 2002).
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Entre los mas utilizados estan el glicerol, el etilenglicol, el propanediol y el
dimetilsulféxido (Cuadro 4; Boiso, 2001).

Cuadro 4. Caracteristicas biofisicas de algunos crioprotectores permeantes

Glicerol Etilenglicol  Dimetilsulfoxido
Férmula quimica CsHs(OH)s (CH20OH)> (CH3)2.SO
OH
I
Estructura quimica HO/\/OH D AP
OH D7 | | D
D D
OH
Peso molecular 92,10 62,07 78,13
Densidad 1,25 1,10 1,11

a) Glicerol:

El glicerol es el agente crioprotector permeante mas usado en los
protocolos de criopreservacion de semen en las diferentes especies (Maxwell y
Watson, 1996; Curry, 2000; Salamon y Maxwell, 2000; Bittencourt y col., 2004).
Su bajo peso molecular le permite ingresar a la célula y reemplazar
osmoticamente el agua intracelular durante el proceso de congelamiento. Esto
combinado con una velocidad de congelamiento lenta disminuye la formacién de
cristales de hielo intracelulares (Salamon y Maxwell, 2000). El ingreso del glicerol
al espermatozoide se realiza mediante los canales aquaporin 7 (Ishibashi y col.,
1997).

La mayoria de trabajos utilizan el glicerol en concentraciones entre 6 a 8%
(Hellemann y Jara, 1997; Gil y col., 2000, 2003a, 2003b; El-Alamy y Foote, 2001).
En un diluyente en base a Tris, la mejor motilidad post descongelamiento se
obtiene con 6% de glicerol (Molinia y col., 1994a). Se ha sugerido que la
concentraciéon 6ptima de glicerol en el diluyente estd relacionada a su

concentracion final en el espermatozoide (Salamon y Maxwell, 2000).
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La mayoria de protocolos de congelamiento de semen ovino prefiere la
adicién del glicerol a los 5°C para evitar sus efectos toxicos (Colas, 1975;
Salamon y Maxwell, 2000). La sensibilidad de espermatozoides a los efectos
toxicos varia en cada especie (Curry, 2000; Bittencourt y col., 2004). Algunos
efectos atribuidos al glicerol son cambios en la estructura bioquimica de la
membrana plasmatica del espermatozoide relacionados a la capacitacion y
reaccion del acrosoma (Watson y Martin, 1975; Salamon y Maxwell, 2000). Se
presenta mayor reacciéon del acrosoma y mayor cantidad de espermatozoides
capacitados cuando el glicerol se adiciona a los 15°C en comparacion con la
adicién a los 5°C (Gil y col., 2003b). Por esta razén, el diluyente es dividido en dos
fracciones, en donde la segunda fraccién contiene el doble de la concentracién
deseada de glicerol, para que al ser mezclado con igual volumen del semen
diluido en la primera fraccién, se obtenga la concentracion deseada de dicho

agente crioprotector.

b) Etilenglicol:

El etilenglicol es un agente crioprotector permeante, de bajo peso molecular
que se ha usado en los protocolos de criopreservacién de semen en las diferentes
especies (Molinia y col., 1994b; Salamon y Maxwell, 2000; Bittencourt y col.,
2004). El etilenglicol puede ser una alternativa para los protocolos de
criopreservacion de semen (Bittencourt y col., 2004).

Se ha demostrado un mejor efecto protector del etilenglicol en
comparaciéon con el glicerol en otras especies como humanos (Gilmore y col.,
2000; Deppe y col., 2003), equinos (Ball y Vo, 2001), bovinos (Guthrie y col.,
2002) y chinchillas (Carrascosa y col., 2001). Asimismo otros estudios indican que
el etilenglicol tiene un efecto similar al glicerol y por lo tanto puede sustituirlo
(Mantovani y col., 2002, Pereira y col., 2002).

A) Agentes crioprotectores no permeantes
Son sustancias de alto peso molecular que no puede atravesar la

membrana plasmatica y que son efectivas cuando se emplean altas velocidades

de congelacibn. Como no penetran en la célula, no son crioprotectores
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propiamente dichos, pero ejercen su accion promoviendo la deshidratacion
celular. Estos agentes suelen usarse en combinacion a los agentes permeantes
(Boiso, 2001).

Los agentes crioprotectores no permeantes como azlcares también han
sido estudiados en la congelacion de semen ovino (Salamon y Maxwell, 2000).

Su mecanismo de accion consiste en estimular osméticamente una rapida
deshidratacién celular y de esta manera disminuir el volumen de agua intracelular
que podria formar cristales de hielo (Medeiros y col., 2002). También aumentan la
viscosidad del medio extracelular a bajas temperaturas. Por lo tanto, reducen la
formacioén de cristales de hielo (De Leeuw y col., 1993). Ademas estos azucares
pueden interactuar con la membrana formando puentes de hidrégeno entre sus
grupos hidroxilo y los grupos fosfato de los fosfolipidos de membrana plasmética.
Al reemplazar el agua alrededor de los fosfolipidos, previenen el dafo a la
membrana durante la deshidratacion celular (De Leeuw y col., 1993). Los mas
utilizados son la sacarosa, la trehalosa, la lactosa y la rafinosa (Cuadro 5; Boiso,
2001).

Cuadro 5. Caracteristicas de algunos crioprotectores no permeantes

Trehalosa Sacarosa Lactosa
O-a-D-glucopiranosil- O-a-D-glucopiranosil- O-B-D-G oo
-B-D-Galactopiranisil-
Nombre (1—1)-a-D- (1—2)-B-D- (1—4)-B-D-Glucopiranosa
glucopiranosida fructuofuranosido
Formula
quimica C12H22()11 C12H22011 C12H22011
OH  OH
HO
Estructura 0
quimica 0.0 on
HO OH
OH
m(';gg’jlar 342.30 g/mol 342.30 g/mol 342.30 g/mol
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a) Lactosa:

Es un disacarido (Ci2H22011) de alto peso molecular, no permeante.
También conocido como O-B-D-Galactopiranisil-(1—4)-B-D-Glucopiranosa 0
azucar de la leche (Mayes, 1997b). La lactosa ha sido utilizada en la
criopreservacion de semen de toro (Palasz y Del Campo, 1995) y de carnero
(Aisen y col., 1995; Guerrero, 2004). Segun Salamon y Maxwell (1995a), la lactosa
disminuye la temperatura de cristalizacién durante el congelamiento de manera
mas efectiva que los monosacaridos. Singh y col. (1995) sostienen que la
combinacion de este disacarido con el glicerol, tiene un mejor efecto crioprotector
que cuando se emplea Unicamente glicerol. Esto puede deberse a la
deshidratacién producida por el efecto hiperténico de la lactosa (Aisen y col.,
1990; 1995).

b) Trehalosa:

La trehalosa es un disacarido no permeante de alto peso molecular,
conocido también como O-a-D-glucopiranosil-(1—1)-a-D-glucopiranosida (Mayes,
1997b). Es un disacarido sintetizado naturalmente por plantas y animales
expuestos a bajas temperaturas. Es responsable de la sobrevivencia invernal de
algunos batracios (Aisen y col., 2000). Ha sido utilizada en la criopreservacion de
semen de caprino (Aboagla y Terada, 2003), de toro (Foote y col., 1993) y de
carnero (Aisen y col., 1990; 1995; 2000; 2002).

Posee una accidn crioprotectora relacionada al efecto osmoético y a su
interaccion con la membrana, confiriendo una protecciéon adicional contra la
deshidratacién. La trehalosa puede unirse con el hidrogeno del grupo de cabezas
fosfolipidicas de una manera mas fuerte que el glicerol (Foote y col., 1993).

Finalmente, se ha demostrado que la adicién simultanea de EDTA mas
trehalosa al dilutor base resulta en la crioproteccion éptima, probablemente
porque es eliminada la competencia del Ca®** con el disacarido, y porque el
disacarido puede reemplazar el idn en la estabilizacion de la membrana (Aisen y
col., 2000).
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c) Sacarosa:

Es un disacarido no permeante de alto peso molecular, conocido también
como O-a-D-glucopiranosil-(1—2)-B-D-fructuofuranosido (Mayes, 1997b). En
dilutores sin glicerol, la motilidad después del descongelamiento de los
espermatozoides de carnero fue mas alta en presencia de sacarosa que en
presencia de glucosa, indicando un efecto crioprotector de los disacaridos (Aisen
y col., 2000). La sacarosa protege la integridad de la membrana y la estructura

proteica durante la deshidratacion y rehidratacion celular (Leslie y col., 1995).

Aparentemente no existen diferencias entre el tipo de azucar (sacarosa,
trehalosa) utilizado en el diluyente sobre la motilidad post descongelamiento de
espermatozoides ovinos (Molinia y col., 1994b). En espermatozoides de ratones,
la adiciéon de trehalosa confiere un mayor efecto protector que los monosacéridos
(Storey y col., 1998; An y col.,, 2000; Thompson y col.,, 2001) é agentes
permeantes (De Leeuw y col., 1993; Sztein y col., 2001). Sin embargo, Sanchez-
Partida y col. (1998) no encuentran efecto de la trehalosa en la motilidad de
espermatozoides ovinos post descongelamiento. Molinia y col. (1994c) indican
que la motilidad es superior en diluyentes con monosacaridos en comparacion con

diluyentes que contienen trehalosa y sacarosa.

Finalmente el dilutor debe mantener una adecuada presién osmotica y
balance electrolitico. Por tal motivo se debe tener en cuenta la osmolaridad del
diluyente porque esta afecta a la calidad espermatica luego del descongelamiento.
Se han obtenido buenos resultados post descongelamiento en medios con una
osmolaridad entre 300 a 360 mOsm/kg (Molinia y col., 1994c) 6 entre 450 a 750
mOsm/kg (Fiser y col., 1981). La integridad de la membrana plasmatica resiste
hasta 1000 mOsm/kg en condiciones hiperosméticas. No obstante, la motilidad y
la integridad de membranas de los espermatozoides descongelados se alteran a
niveles superiores a 600 mOsm/kg (Curry y Watson, 1994).
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Procedimiento experimental

El estudio consistidé en dos fases, donde la primera fue condicional de la
segunda. La primera fase (Experimento 1) permitié identificar y seleccionar,
entre tres dilutores, al dilutor a ser incorporado en todos los tratamientos de la
segunda fase del estudio (Experimento 2). La segunda fase consistio en
evaluar la calidad del semen ovino luego de ser criopreservado con cuatro
combinaciones de dos agentes crioprotectores permeante y dos agentes
crioprotectores no permeantes.

3.1.1. Lugar y Materiales de Estudio

El trabajo se ejecutd entre los meses de agosto de 2004 a febrero de
2005, en el Laboratorio de Reproducciéon Animal de la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Se utilizaron 56
eyaculados (24 para el primer experimento y 32 para el segundo experimento)
provenientes de la coleccion de semen de 4 machos adultos. Las colecciones
de semen se realizaron una vez por semana en el Establo de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos
utilizando una vagina artificial de ovino, colectandose el semen de los 4
machos el mismo dia. Los cuales fueron mezclados para obtener una unica

muestra.
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3.1.2. Tratamientos y mediciones

3.1.2.1. Experimento 1: Efecto de tres dilutores

En el experimento 1 se evaluaron los siguientes dilutores (mas

refencias ver Apéndice 4):

1) Dilutor A (fraccion 1: tris 27.1 g, acido citrico 14 g, fructosa 10 g y
yema de huevo 10 %, diluidos en agua bidestilada csp. 1 L; y fraccién 2:
glicerol 6 %, trehalosa 76 g y EDTA 1.5 g, diluidos en la fraccion 1 csp. 1 L);

2) Dilutor B (fraccion 1: tris 18.17 g, acido citrico 9.6 g, fructosa 29.72 g
y yema de huevo 10 %, diluidos en agua bidestilada csp. 1 L; y fraccion 2:
glicerol 6%, trehalosa 76 g y EDTA 1.5 g, diluidos en la fraccién 1 csp. 1 L);y

3) Dilutor C (fraccion 1: leche descremada 9.5 mL y yema de huevo 0.5
mL; fraccion 2: fructosa 0.49 g, yema de huevo 0.5 mL, trehalosa 0.89 g, EDTA
0.02 g y glicerol 1.47 mL, diluidos en la fraccién 1 csp. 10 mL).

Para lo cual, se emplearon 6 muestras obtenidas de las colecciones de
24 eyaculados de semen procendetes de cuatro machos, las cuales fueron
dividas entre los tres tratamientos. Se evalué el efecto de los dilutores sobre los
porcentajes de motilidad progresiva y de espermatozoides vivos con acrosoma
intacto post-descongelamiento.

3.1.2.2. Experimento 2: Efecto de diferentes combinaciones de agentes

crioprotectores permeantes y no permeantes

En este experimento se empled como dilutor a aquel dilutor que en el
experimento 1 mostré los mayores valores de motilidad progresiva vy
espermatozoides vivos con acrosoma intacto. Las combinaciones de agentes
crioprotectores permeantes y no permeantes evaluadas (tratamientos) fueron:
1)Glicerol — Trehalosa, 2)Glicerol — Sacarosa, 3)Etilenglicol — Trehalosa y
4)Etilenglicol — Sacarosa. Las caracteristicas de la preparacion de cada
tratamiento se detalla en el Apéndice 5.

Para lo cual, se emplearon 8 muestras obtenidas de las colecciones de
32 eyaculados de semen procedentes de cuatro machos, las cuales fueron
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dividas entre los cuatros tratamientos. Se evalu6 el efecto de las
combinaciones de crioprotectores sobre los porcentajes de motilidad progresiva
y de espermatozoides vivos con acrosoma intacto post-descongelamiento,

termoresistencia y de espermatozoides con membrana plasmatica integra.
3.2. Procedimiento metodologico
3.2.1. Obtencion de muestras de semen

En cada ensayo, las muestras de semen fueron obtenidas de los 4
machos simultdneamente, para luego ser trasladadas inmediatamente al
laboratorio. Posteriormente se evalu6 el semen fresco para verificar su calidad.

Se trabajé Unicamente con las muestras de semen que tuvieron un
volumen mayor a 0.8 mL, una motilidad masal mayor que 3 y una
concentraciéon mayor a 1000 x 10° de espermatozoides por mL.

Las muestras de semen que cumplieron los requisitos de calidad,
descritos anteriormente, fueron mezcladas para formar un pool de semen, el
cual fue utilizado como muestra inicial para el desarrollo de los experimentos.

El volumen fue medido en una probeta de 10 mL. La evaluacion de la
motilidad masal se realiz6 mediante la observacion directa de una gota de
semen fresco en un microscopio 6ptico a 100x, y fue estimada usando la

escala de 0 a 5 (ver Cuadro 6).

Cuadro 6. Valoracion de la motilidad masal para semen ovino (Ax y col.,

2000)
Escala Clase Patrén de movimiento
0 Muertos Inmovilidad total
1 Muy pobre Movimiento individual
2 Pobre Movimiento de ondas muy lento
3 Regular Movimiento de ondas general, poca amplitud
4 Bueno Movimiento rapido de ondas
5 Muy bueno Movimiento rapido de ondas con remolinos
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Para medir la concentracion espérmatica se procedié previamente a
diluir el semen fresco (1:400), para facilitar el conteo de espermatozoides
mediante el uso de una camara de Neubauer y con el empleo de un
microscopio Optico a 400x. La concentracion espermatica se expresd en
millones de espermatozoides/mL (Ax y col., 2000).

3.2.2. Procedimiento de criopreservacion de semen

La criopreservacion de semen ovino consistié en los procesos de
enfriamiento y congelamiento. El enfriamiento comprendié 2 fases: en la
primera, se diluyd el semen con la primera fraccion del dilutor a 35°C (en la
misma proporcion), luego se disminuy6 (1°C cada 3 minutos) la temperatura
hasta llegar a los 5°C en un lapso de 90 minutos. En la segunda fase se agregé
la segunda fraccién del dilutor (sustancias crioprotectoras), y luego se incubé a
5°C durante 30 minutos para estabilizar la muestra (Salamon y Maxwell, 2000),
obteniendo una concentracion final de 300 a 400 millones de
espermatozoides/mL. Terminado el periodo de estabilizacion, las muestras
fueron envasadas con ayuda de una jeringa en pajillas de 0.5 mL. A
continuacion, las pajillas fueron congeladas con los vapores de nitrogeno
liquido, para tal efecto se disminuy6 la temperatura de 5 a -25°C en un lapso de
6 minutos (5°C/minuto) y finalmente fueron sumergidas en nitrégeno liquido a -
196° C (Byrne y col. 2000).

3.2.3. Mediciones post-descongelamiento

Las variables estudiadas en el Experimento 1 fueron la motilidad
progresiva y viabilidad e integridad acrosomal, mientras que en el Experimento
2 ademas se evaluaron la integridad de la membrana plasmatica y la
termoresistencia. Dichas evaluaciones se efectuaron 24 horas después de
haberse finalizado el proceso de congelacion. El descongelamiento se realizd
sumergiendo a las pajilla en un recipiente con agua temperada a 37°C por 10
segundos, luego del cual, el semen fue diluido 1:10 con una solucién base
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isoténica (comprendida por 27.1 g de Tris, 14.0 g de Acido citrico, 10.0 g de
Fructosa y agua bidestilada csp. 1000 mL.) temperada a 37°C, y luego de 20

minutos se procedié a la evaluacion.
3.2.3.1. Motilidad Progresiva

Se diluyé el semen con suero fisiolégico a 37°C, a razén de 1:20, luego
se colocé una gota de aproximadamente 25 ulL de la dilucién sobre una lamina
portaobjeto temperada y se cubrié con una lamina cubreobjeto (18 x 18 mm.),
después fue observada en microscopio Optico a 400x, calculandose el
porcetanje de espermatozoides con motilidad progresiva, considerandose solo
a aquellos que presentaron un movimiento rapido hacia delante (Ax y col.,
2000).

3.2.3.2. Viabilidad e Integridad acrosomal

Para la evaluacion de la viabilidad e integridad acrosomal se procedio al
uso de la técnica de doble tincion descrita por Didion y col. (1989), que
consistio en la adicion de dos colorantes, el primero, Azul Tripan, que nos
permitid diferenciar los espermatozoides vivos y muertos, y el segundo,
Giemsa, que nos permiti6 visualizar la membrana acrosomal.

El protocolo fue el siguiente: primero se incubaron, 50 uL de semen con
50 pL de Azul Tripan al 2% por 10 minutos a 37°C., luego se realizaron de 2 a
3 lavados con 1 ml de PBS centrifugando a 700 g (1800 rpm) durante 6
minutos. Posteriormente se resuspendié el precipitado en 200 uL de PBS, se
extendié 20 uL de la solucion en un portaobjetos y se dej6 secar en platina
temperada a 37 °C. Luego, la ldmina fue cubierta con solucion Giemsa al 20%
(preparado inmediatamente antes de usar) por 40 minutos. Finalmente la
lamina fue enjuagada con agua destilada y secada.

Se observd un minimo de 200 espermatozoides en diferentes campos
opticos con lente de inmersién (1000x). Se consideraron espermatozoides
vivos con acrosoma intacto a los que presentaron un coloracion palida o

transparente en la parte posterior a la linea ecuatorial de la cabeza y al mismo
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tiempo tenian el acrosoma tefido de color fucsia. Luego se procedi6 a calcular

el porcentaje de los espermatozoides vivos con acrosoma intacto.

3.2.3.3. Termoresistencia

Para medir la termoresistencia se empleé la técnica descrita por Smith y
Kaune (2004). Para lo cual, las muestras de semen, una vez descongeladas,
fueron inicialmente diluidas en una solucién base isoténica (descrita en la
seccion 3.5) que luego fueron incubadas a 37¢ C durante 4 horas, para luego
ser sometidas a la técnica de la doble tincidén (descrita en la seccién 3.2.4) y
determinar con ello el porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma

intacto luego del proceso de termoresistencia.

3.2.3.4. Integridad de membrana plasmatica

Para determinar la integridad de la membrana plasméatica, los
espermatozoides fueron expuestos a un medio hipoosmotico (Jeyendran y col.,
1984), compuesto por 0.735 g de citrato de sodio dihidratado mas 1.351 g de
fructosa, disueltos en 100 ml de agua bidestilada. Asi, en un tubo de ensayo
fueron mezclados 50 pL de la muestra de semen con 715 pL del medio
hipoosmotico, previamente temperado a 37 °C, e incubado luego por espacio
de una hora a 37% C (Santiani y col., 2004). Posteriormente una gota de dicha
solucion fue puesta y extendida sobre un portaobjetos, para su lectura,
empleando un microscopio 6ptico en aumento de 400x, se contabilizé un
minimo de 200 espermatozoides por lamina. A partir de los cuales se procedio
al calculo del porcentaje de espermatozoides con membrana plasmatica
integra. Considerandose solo aquellos espermatozoides con membrana
plasmatica integra o funcional, los compatibles con la presencia de la cola

hinchada como producto de la prueba hipoosmética a la cual fueron sometidos.
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3.3. Analisis Estadistico

Para el analisis de datos se emple6 el programa estadistico Prism ®
version 3,0. Para determinar si existio diferencia estadistica entre los
tratamientos se emple6 el analisis de varianza (ANOVA), y la prueba de Tukey
para determinar entre que tratamientos hubo diferencias estadisticas
significativas entre las medias de los tratamientos evaluados (Zar, 1999).

Previamente, todos los porcentajes fueron transformados a valores
angulares (angulo = arcoseno fx ) para acercar los datos a la distribucién

normal (Zar, 1999).
Con la finalidad de uniformizar la condicién inicial del semen fresco, los

resultados se calcularon de la siguiente manera (Aisen y col 2000, 2002):

x = Valor inmediatamente descongelado x 100

Valor de semen fresco
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentaran los resultados del presente trabajo, los
cuales a la vez seran discutidos. En primera instancia se presentaran los
resultados referidos a la evaluacion de tres dilutores para la criopreservacion
de semen ovino, para luego presentar los resultados de la evaluacion de cuatro
combinaciones de dos agentes crioprotectores permeantes y dos no
permeantes.

4.1. Experimento 1: Efecto de tres dilutores.

Los resultados del primer experimento se resumen en el Cuadro 7. Se
puede observar que el porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva
fue superior (p<0.05) cuando se emple6 el Dilutor A, siendo casi el doble que
con el Dilutor B, y este ultimo, a su vez mayor (p<0.05) que con el Dilutor C. De
la misma manera, para el porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma
intacto se obtuvo similar tendencia y magnitud que el porcentaje de
espermatozoides con motilidad progresiva. Consiguientemente, el Dilutor A
permiti6 una mayor estabilidad de la motilidad y viabilidad, permitiendo una
mayor sobrevivencia post-descongelamiento en comparacion con los otros

dilutores.
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Cuadro 7. Valores promedio (%) post-descongelamiento de semen ovino
criopreservado con tres dilutores diferentes.

Motilidad Progresiva Vivos con acrosoma

Dilutores Intacto
Dilutor A 69.29 +6.76 2 63.12 + 4.64°
Dilutor B 37.40 +£5.76° 34.86 + 6.50°
Dilutor C 23.39£6.58 ° 23.22 + 8.23°
Semen Fresco 89.05 + 3.76 86.58 + 6.08

Letras ®® 9 diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) en columnas.

Los resultados demuestran que los dilutores que contenian tris (Dilutor
A y Dilutor B), tuvieron una mejor capacidad de amortiguacién, de regulaciéon
osmoética y baja toxicidad en comparacion con el dilutor que contenia leche
descremada (Dilutor C) (Salamon y Maxwell, 1995a). Las diferencias
encontradas entre el Dilutor A y el Dilutor B pueden deberse a las diferencias
entre las concentraciones de tris empleadas por cada dilutor. Ya que, el mayor
porcentaje de motilidad progresiva y de espermatozoides vivos con acrosoma
intacto post-descongelamiento se obtuvo con el Dilutor A, que tiene una mayor
concentracién de tris (224 mM), en comparacion con el Dilutor B (150 mM). Por
el contrario a lo encontrado por Molinia y col. (1994b), quienes al comparar
diferentes concentraciones de tris (de 100 a 300 mM) encontraron una mejor
motilidad progresiva a 150 mM de tris. Pero los resultados encontrados por
Molinia y col. (1994a) son inferiores a los reportados por Aisen y col (2000),
quienes utilizaron un dilutor de las mismas caracteristicas al Dilutor A. Las
diferencias en las concentraciones de acido citrico y fructosa entre el Dilutor A
y el Dilutor B, por la necesidad de regular el pH y la osmoralidad de dichos
dilutores, podrian explicar en parte las tendencias observadas entre ambos.

En lo que concierne al Dilutor C que es en base a leche descremada,
los resultados obtenidos en el presente estudio son diferentes a los de otros
experimentos donde no se emplearon crioprotectores no permeantes (Gil y col.,
2000; 2003b; Santiani, 2003). Asi, Gil y col (2000) al emplear un medio en base

a leche descremada obtuvieron valores de motilidad progresiva post-
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descongelamiento (46.5 %) superiores a un dilutor tris (33.7 %) sin
crioprotectores no permeantes. Este hecho presumiblemente se debe a que en
nuestro estudio empleamos la Trehalosa como crioprotector no permeante.
Esto corrobora que los altos niveles de calcio presente en la leche pueden
afectar negativamente la accion crioprotectora de la Trehalosa (Foote y col.,
1993; Aisen y col., 2000), lo que alteraria la estabilidad de las membranas de

los espermatozoides durante el congelamiento.

4.2. Experimento 2: Efecto de diferentes combinaciones de agentes
crioprotectores permeantes y no permeantes.

En este experimento se utilizo el Dilutor A como dilutor base, dado que
resultd ser significativamente mejor que los otros dos dilutores utilizados en el
experimento anterior.

Los resultados de este experimento se resumen en el Cuadro 8. Donde
podemos apreciar que, independientemente al tipo de crioprotector no
permeante empleado, la calidad del semen post-descongelamiento fue
significativamente mejor en los grupos que utilizaron glicerol como crioprotector
permeante en comparacion con los grupos con etilenglicol. Por otro lado, no se
observo diferencias entre los grupos glicerol-trehalosa versus glicerol-sacarosa,
ni etileglicol-trehalosa versus etilenglicol-sacarosa. Estos resultados indican
que no existen diferencias entre los agentes crioprotectores no permeantes.

Los resultados de motilidad progresiva fueron mejores en los grupos
glicerol-sacarosa y glicerol-trehalosa, en comparacién con los grupos
etilenglicol-sacarosa y etilenglicol-trehalosa. La ventaja del uso del glicerol
sobre el etilenglicol, como crioprotector permeante en prevenir parcialmente la
pérdida de la motilidad progresiva post descongelamiento en semen de ovinos,
ha sido corroborada en estudios realizados tanto por Molinia y col. (1994a)
como por Santiani (2003). Asimismo, en semen de caprinos también se ha
encontrado una mejor motilidad progresiva post descongelamiento con glicerol
en comparacién con etilenglicol (Bittencourt y col., 2004). Sin embargo, en
protocolos de criopreservacion de semen de otras especies, como humanos
(Gilmore y col., 2000; Deppe y col., 2003), equinos (Ball y Vo, 2001), bovinos
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(Guthrie y col.,, 2002) y de chinchillas (Carrascosa y col., 2001) se han
encontrado mejores resultados al usar etilenglicol. Los resultados obtenidos en
nuestro estudio indican al glicerol como un crioprotector permeante efectivo
para prevenir parcialmente la pérdida de motilidad progresiva de los
espermatozoides de ovinos al ser sometidas a un proceso de criopreservacion.

Se debe tener presente que el semen criopreservado siempre tiene una
menor capacidad fecundante que el semen fresco. La reduccion de la
capacidad fecundante del semen criopreservado no sélo se debe a una
disminucion de la viabilidad espermatica, sino que también a los trastornos
subletales que experimentan los espermatozoides sobrevivientes (Watson,
2000). Por lo que es de suma importancia el evaluar la viabilidad e integridad
acrosomal, dado que nos brinda un indicativo aproximado de la real capacidad
fecundante que poseen los espermatozoides post-descongelamiento. En tal
sentido, el semen que fue criopreservado con glicerol, como crioprotector
permeante (mas trehalosa 6 sacarosa), resulta poseer una mayor proporcion de
espermatozoides vivos con acrosoma intacto en comparacién con el semen
criopreservado con etilenglicol (méas trehalosa é sacarosa).

De la misma manera, los agentes crioprotectores permeantes
empleados en este estudio influyeron significativamente sobre la integridad de
membrana plasmatica. Se obtuvo un mayor porcentaje de espermatozoides
con membrana plasmatica integra cuando se utilizd glicerol en comparacién
con etilenglicol. Este parametro es un indicativo de la funcionabilidad fisiolgica
de las membranas espermaticas. La alteracion en la capacidad de regular el
flujo de iones y agua por la membrana plasmatica de los espermatozoides,
produciria cambios relacionados con la capacitacion prematura y la exocitosis
acrosomal en el tracto reproductor de la hembra (Sanocka y Kurpisz, 2004).

El proceso de fecundacion requiere que el espermatozoide pueda
sobrevivir un periodo de tiempo prolongado en el tracto reproductivo de la
hembra (Jainudeen y col., 2000), por lo cual, es de importancia evaluar la
termoresistencia del semen criopreservado. El porcentaje de espermatozoides
vivos con acrosoma intacto post-termoresistencia fue mejor cuando se utilizd
glicerol como crioprotector permeante con trehalosa y con sacarosa, frente a

los obtenidos con etilenglicol-trehalosa y con etilenglicol-sacarosa.
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Lo descrito anteriormente demuestra que el glicerol posee una mejor
capacidad crioprotectora que el etilenglicol en espermatozoides ovinos. Esto
podria deberse a una mayor susceptibilidad de los espermatozoides ovinos a
los efectos tdéxicos que podrian tener las altas concentraciones de etilenglicol,
por lo que seria interesante probar el etilenglicol a una menor concentracién a
la usada en el presente trabajo (2.25%). En trabajos previos, que compararon
glicerol con etilenglicol, ya indicaban que el glicerol tiene un mejor efecto
crioprotector para la criopreservacion de semen ovino (Molinia y col., 1994a;
1994b; Santiani, 2003). Sin embargo, en la mayoria de estos trabajos sélo se
habia evaluado la motilidad progresiva. A diferencia de los anteriores, en el
presente trabajo se evaluaron parametros mucho mas especializados como la
viabilidad e integridad acrosomal, integridad de membrana y termoresistencia.

Con respecto a los crioprotectores no permeantes (irehalosa y
sacarosa), estos no mostraron diferencia estadistica significativa en lo
concerniente a la motilidad, viabilidad e integridad acrosomal, integridad de
membrana y termoresistencia. Hecho que coincide con lo reportado en otros
experimentos, en los cuales se demuestra que estos crioprotectores protegen
muy bien a las células espermaticas del efecto de la criopreservacion (Aisen y
col., 1990; 1995; 2000; 2002; Molinia y col., 1994b). En ese sentido, Aisen y col.
(2000) encontraron que la adicion de trehalosa en un dilutor en base de Tris
mejord la motilidad progresiva en un 19 %. La trehalosa es un protector
especifico de las membranas espermaticas, como resultado de su interaccion
con los fosfolipidos (Aisen y col., 2000; 2002), puede unirse con el hidrogeno de
las cabezas fosfolipidicas de la membrana de una manera mas fuerte que el
glicerol (Foote y col., 1993) y ademdas posee una accion crioprotectora
relacionada al efecto osmatico, protege al espermatozoide del congelamiento
por su interaccion con la membrana (Aisen y col., 2002). Los resultados del
presente experimento demuestran que la sacarosa tiene las mismas cualidades
de proteccién que la trehalosa en el espermatozoide ovino durante el proceso
de criopreservacion. Esto se corrobora con otros estudios, donde no existe
diferencia entre el tipo de azucar (sacarosa, trehalosa) utilizado en el diluyente
sobre la motilidad post descongelamiento de espermatozoides ovinos (Molinia y
col., 1994b). Adicionalmente, Aisen y col. (1995) manifiestan que la trehalosa
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posee una capacidad protectora especifica de la membrana que no poseen
otros disacaridos como la lactosa.

En los que respecta a la combinacion de distintos agentes
crioprotectores permeantes y no permeantes, se ha llegado a la conclusién que
tanto la combinacion glicerol con trehalosa y glicerol con sacarosa obtienen la
mejor calidad de semen ovino criopreservado en dilutores en base a tris.

El presente trabajo es importante para comprender mejor el desempefio
de los diferentes dilutores y agentes crioprotectores usados en la
criopreservacion de semen ovino. Sin embargo, aun se requieren otros
estudios para mejorar la capacidad fecundante del semen criopreservado. Se
concluye que un dilutor con las caracteristicas del dilutor A, utilizando glicerol
mas trehalosa o sacarosa constituye una buena alternativa para la
criopreservacion de semen ovino.
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V. CONCLUSIONES

e El Dilutor A, que contiene tris, &cido citrico, fructosa, yema de huevo,
trehalosa, glicerol y edta a una concentracion determinada, tuvo un
mejor desempenfio en la criopreservacion de semen ovino.

e El glicerol muestra ser el crioprotector permeante mas eficaz en proteger
al espermatozoide durante el proceso de criopreservacion en
comparacion con el etilenglicol.

e lLa sacarosa y la trehalosa presentan cualidades crioprotectoras
similares en la criopreservacion de semen ovino.

e Por lo tanto, el Dilutor A utilizando glicerol mas trehalosa o sacarosa
constituyen una buena alternativa para la criopreservacion de semen

ovino
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VIIl. APENDICES

Apéndice 1. Capacitacion espermatica y reaccion acrosomal en semen de
ovino fresco y congelado

Autor No capacitados Capacitados | Rx. acrosomal
Semen Fresco

Maxwell y Watson, 1996 60% 18% 19%
Pérez y col., 1996 75-80% 20% 4%
Paulenz y col., 2002 85-90% 5-15% 1-2%
Semen Congelado

Maxwell y Watson, 1996 5% 65% 25-30%
Pérez y col., 1996 15% 80-90% 6%
Gil y col., 2000 34-49% 50-54% 10-11%
Gil y col., 2003a 26-28% 61-62% 10-12%
Gil y col., 2003b 47-60% 35-56% 3-8%
D'Alessandro y col., 2001 9,7%

Molinia y col., 1994b

48-52% de acrosoma intacto

Hellemann y Jara, 1997

40-60% de acrosoma intacto

Aisen y col., 2000

70-75% de acrosoma intacto
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Apéndice 2. Motilidad progresiva de semen ovino post-descongelamiento

obtenida con diferentes dilutores

Autores Dilutor Complementos Mot
Molinia y col, ) . )
1994 Tris 100 mM | Ac. citrico-Yema de huevo- glucosa- glicerol 36.2
Tris 150 mM | Ac. citrico-Yema de huevo- glucosa- glicerol 41.0
Tris 200 mM | Ac. citrico-Yema de huevo- glucosa- glicerol 39.3
Tris 250 mM | Ac. citrico-Yema de huevo- glucosa- glicerol 38.0
Tris 300 MM | Ac. citrico-Yema de huevo- glucosa- glicerol 35.7
Gil y col., Leche )
Yema de huevo 5%- Fructosa- Glicerol. 63
2003b descremada
Yema de huevo 10%-Fructosa- Glicerol. 61
Yema de huevo 15%-Fructosa- Glicerol. 60
Yema de huevo 20%-Fructosa- Glicerol. 57
El-Alamy y Tris Yema de huevo 20 %- ac. citrico- glucosa-glicerol- 47
Foote, 2001 equex-STM.
Yema de huevo 30 %- ac. citrico- glucosa-glicerol- 41
equex-STM.
Yema de huevo 40 %- ac. citrico- glucosa-glicerol- 27
equex-STM.
Hellmanny Tris Ac. citrico-Yema de huevo- fructosa- glicerol 46.7
Jara, 1997
Ac. citrico-Yema de huevo- fructosa- glicerol- Equex- 51.7
STM
Citrato de Ac. citrico-Yema de huevo- glicerol 29.2
sodio
Ac. citrico-Yema de huevo- glicerol- Equex-STM 43.7
Gil y col., 2000 | Leche ) 46.5
Yema de huevo- glicerol- fructosa
descremada
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Tris Ac. citrico-Yema de huevo- fructosa- glicerol 33.7
Aiseny col., ) o i
1995 Tris Ac. citrico-Yema de huevo- fructosa- glicerol- trehalosa | 80

Tes-Tris Glucosa- yema de huevo- glicerol 61
Molinia y col, ) o )

Tris Yema de huevo 4.5 %- Ac. citrico- glucosa- glicerol 27.4
1994a

Tris Yema de huevo 18 %- Ac. citrico- glucosa- glicerol 30.5

Apéndice 3. Motilidad e integridad acrosomal de espermatozoides ovinos

post - descongelamiento empleando diferentes crioprotectores

) Integridad .
Autores CP CNP Motiles Observaciones
Acrosomal
Dilutor en base de Tris- Ac.
Aiseny "
_ citrico- Fructosa- Yema de
col., Glicerol 3% 49 67 )
huevo. Osmolaridad 875
2002*
mOsm.
) Trehalosa )
Glicerol 3% 52 68 Osmolaridad 900 mOsm.
50 mM
Trehalosa
Glicerol 3% 65 75 Osmolaridad 925 mOsm
100 mM
Trehalosa .
Glicerol 3% 29 58 Osmolaridad 975 mOsm
200 mM
Trehalosa .
Glicerol 3% 12 52 Osmolaridad 1075 mOsm
400 mM
Aiseny Dilutor en base de Tris- Ac.
col., Glicerol 3% 58 63 citrico- Fructosa- Yema de
2000** huevo.
Glicerol 3% 52 68 Dilutor +EDTA
Glicerol 3% | Trehalosa 64 68
Glicerol 3% | Trehalosa 71 72 Dilutor +EDTA
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Molinia y Dilutor en base de Tris- Ac.
col., Sacarosa 29.8 citrico- Glucosa- Yema de
1994b huevo.
Trehalosa 25.3
Glicerol
Sacarosa 39.2
2.5 %
Glicerol
Trehalosa 37.7
2.5%
Glicerol 5% | Sacarosa 38.9
Glicerol 5% | Trehalosa 38.7
Molinia 'y Dimetil- Dilutor en base de Tris- Ac.
col, sulféxido 8 citrico- Glucosa- Yema de
1994a 1.5% huevo.
Dimetil-
sulféxido 4.9
3%
Dimetil-
sulféxido 4.4
6%
Etilenglicol
35.3
1.5%
Etilenglicol
447
3%
Etilenglicol
32.8
6 %
Glicerol 1.5
40.9
%
Glicerol 3
44.6
%
Glicerol 6
51.7

Y%
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Propanodio

34.4
1.5%
Propanodio
32.7
3%
Propanodio
13.1
6%
Santiani, Leche descremada- Yema de
Etilenglicol 11.7 3.5 .
2003 huevo- glicerol- fructosa
Dimetil-
. 1.9 8
sulfoxido
Glicerol 37.9 26.3
Glicerol 52.2 40.8 Dilutor + 1 mM Tempo
Glicerol 48.3 35.9 Dilutor + 1 mM Tempol
Guerrero, ) Tris- Ac. citrico- Fructosa-
Glicerol Trehalosa 40.3
2005 Glicina- Yema de huevo
Glicerol Lactosa 30.0
Aiseny Dextrano- Tris- Ac. citrico- fructosa- yema
col., Glicerol Lactosa- 50 48 de huevo- glicina- citrato de
1995 Rafinosa sodio
) Tes- Tris- glucosa- yema de
Glicerol 61 57
huevo
_ Tris- Ac. citrico- fructosa- yema
Glicerol Lactosa 50 48
de huevo
_ Tris- Ac. citrico- fructosa- yema
Glicerol Trehalosa 80 74

de huevo

*

80.1% integridad de membrana.
** Valores sobre el porcentaje del semen fresco: 83.8% motilidad, 92.5% integridad de acrosoma.

*** Valores de viabilidad e integridad del acrosoma.

Valores sobre el porcentaje del semen fresco: 80% motilidad, 93.7% integridad de acrosoma,

Nota: CP: Crioprotector permeante; CNP: Crioprotector no permeante
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Apéndice 4. Preparacion de dilutores utilizados en el experimento 1

1) Dilutor A descrito por Aisen y col. Col. (2000):

a) Fraccion 1:

Tris 2719 Amresco (826)
Acido citrico 14.0g Sigma (C0759)
Fructosa 10.0g Labgaurd (7756)
Yema de huevo 100 mL

Agua bidestilada csp. 1000 mL Trifarma

b) Fraccion 2:

Glicerol 60 mL Merck (1.04094)
EDTA 1.5¢ Sigma (EDA4S)
Trehalosa 76.0 ¢ Merck (1.08216)
Primera fraccidn csp 1000 mL

2) Dilutor B adaptado de Molinia y col. (1994b):

a) Fraccion 1:

Tris 18.17 ¢g Amresco (826)
Acido citrico 9.6 g Sigma (C0759)
Fructosa 29.72 ¢ Labgaurd (7756)
Yema de huevo 100 mL

Agua bidestilada csp. 1000 mL Trifarma
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b) Fraccion 2:

Glicerol 60 mL Merck (1.04094)
EDTA 1.5¢ Sigma (ED4S)
Trehalosa 76.0 ¢ Merck (1.08216)
Primera fraccidn csp 1000 mL

3) Dilutor C adaptado de Santiani (2003):

a) Fraccion 1 (10 mL):

Leche descremada 9.5mL
Yema de huevo 0.5mL

b) Fraccion 2 (10 mL):
Fructosa 0.49¢ Labgaurd (7756)
Yema de huevo 0.5mL
Trehalosa 0.89¢ Merck (1.08216)
EDTA 0.02¢ Sigma (EDA4S)
Fraccion 1 csp. 10.00 mL
Retirar de la solucion anterior 1.47 mL
Glicerol 1.47 mL Merck (1.04094)
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Apéndice 5. Preparacion de dilutores con glicerol-trehalosa, glicerol-sacarosa,

etilenglicol-trehalosa y etilenglicol-sacarosa utilizados en el experimento 2

a) Fraccion 1:

Tris 2719 Amresco (826)
Acido citrico 14.0g Sigma (C0759)
Fructosa 10.0g Labgaurd (7756)
Yema de huevo 100 mL
Agua bidestilada csp. 1000 mL Trifarma
b)_Fraccion 2:
Glicerol Glicerol Etilenglicol | Etilenglicol
+ + + +
Trehalosa Sacarosa Trehalosa Sacarosa
Glicerol Merck 60 mL 60 mL
(1.04094)
Etilenglicol Merck 45 mL 45 mL
(1.09621)
Trehalosa Merck 76.09 76.0 g
(1.08216)
Sacarosa Slgma 76.0 g 76.09
(S8501)
Sigma
EDTA (ED4S) 1.5¢ 1.5¢ 1.5¢ 1.5¢
1" Fraccion
1000 mL 1000 mL 1000 mL 1000 mL
csp
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