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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar si el enfriamiento lento a -3°C (en lugar
de 5°C), previo a la congelacion, podria mejorar la supervivencia espermatica de
equino y su capacidad para llevar a cabo la capacitacion y la reaccién acrosomal
después de la congelacion. El semen se recolectd de 5 sementales (al menos 5
eyaculados de cada uno) mediante el uso de vagina artificial, se diluyo (1:1) y fue
transportado al laboratorio, al arribo se centrifugd y rediluyé enund iluyente
comercial (INRA96) enriquecido con glicerol (concentracion final 2,5%) y yema de
huevo clarificada (concentracion final 2%), el semen fue envasado en pajillas de
0,5 ml de plastico y se enfrio lentamente de 23 a 5 ° C durante 2 horas (0,15 °C /
min aprox.). Las pajillas se mantuvieron a 5 °C durante aproximadamente 18
horas, posteriormente la mitad de las pajillas (Control) se congelaron sobre
vapores de nitrogeno durante 12 min y se sumergieron en nitrogeno liquido; la otra
mitad (Experimental) se enfrié adicionalmente hasta los -3°C (0,5°C / min aprox.) y
se congelé del mismo modo que | as pajillas control. Algunas pajillas de c ada
tratamiento se descongelaron en un bafio de maria a 37°C durante 30 segundos;
motilidad espermatica, integridad del a membrana plasmatica (SYBR14/PI,
Eosina-Nigrosina, HOST), integridad acrosomal (PSA-FITC) y el estado de
capacitacion (Ensayo de CTC) fueron evaluados antes y después del proceso de
congelacion-descongelacion. Otras pajillas de cada tratamiento se descongelaron
como se ha mencionado y el semen fue vertido en tubos, se centrifugd para
eliminar el medio de congelacion (INRA96) y se le afiadid medio TALP (160x10°
células / ml). Los espermatozoides en TALP se incubaron 4 horas a 37°C en 5%
de CO,, posteriormente, a una parte de la alicuota se le afiadio progesterona (P4
2ug/ml) y se incub6 adicionalmente durante 30 min, asi como el resto de los
espermatozoides; la motilidad, la integridad del a membrana plasmatica, la
integridad del acrosoma y el estado de capacitacion fueron evaluados. A la
descongelacion, no hubo diferencias entre los tratamientos con frio (5 °C vs -3 °C)
en la motilidad individual progresiva, integridad de la membrana plasmatica
evaluado por Eosina-Nigrosina o HOST, la integridad del acrosoma y el estado de
la capacitacion; Sin embargo, hubo una diferencia (P <0,05) con respecto a la
integridad de la membrana plasmatica evaluado por la tincion fluorescente
SYBR14/PIl. En cuanto a la incubacion con o sin P4, la motilidad no fue diferente
entre los tratamientos (19 y 16%) pero las células con membrana plasmatica
intacta de fueron diferentes (P <0,05): 21 vs 18%, C y E, respectivamente.
Espermatozoides con acrosoma intacto disminuyeron a medida que progreso la
incubacion, pero no hubo diferencias entre los tratamientos, independientemente
de P4: 58 y 58%, C y E, respectivamente. Espermatozoides capacitados (B) y con
reaccion acrosomal (AR) aumentaron a medida que progreso la incubacién, pero
no hubo diferencias entre los tratamientos independientemente de P4: 57 y 59%
(modelo B) C y E, respectivamente. En conclusion, el enfriamiento lento
precongelacion a -3°C, mejora la supervivencia espermatica en relacion con las
células de membrana plasmatica intacta; los espermatozoides de equino
incubados con TALP se capacitaron y sufrieron reaccion acrosomal pero estos
procesos no se vieron afectados por la adicion de P4 o las temperaturas de
enfriamiento precongelacion.

Vi



ABSTRACT

The objective of this work was to see whether slow cooling to -3°C (instead of
+5°C), before freezing, could improve horse sperm cryosurvival and their capability
to carry out capacitation and the acrosome reaction after freezing. Semen was
collected from 5 stallions (5 ejaculates from each) by artificial vagina, diluted and
transported to the lab, centrifuged andr ediluted in a commercial extender
(INRA96) added with glycerol (2.5% final concentration), packaged in 0.5 ml plastic
straws and slowly cooled from 23 to 5°C over 2 hours (0.15°C/min approx.). Straws
were kept at 5°C for about 18 hours. Then, one half of the straws (C) was frozen
over nitrogen vapors for 12 min, immediately after they were immersed in liquid
nitrogen; the other half (E) was further cooled to -3°C (0.5°C/min approx.) and
frozen as mentioned. Some straws from each treatment were thawed in a water
bath at 37°C for 30 s econds; motile spermatozoa, plasma membrane integrity
(SYBR14/PI, Eosin-Nigrosin, HOST), acrosome integrity (PSA-FITC), and
capacitation status (CTC assay) were assessed before and after freeze-thawing.
Other straws from each treatment were thawed as mentioned and s perm were
poured in tubes and centrifuged to remove INRA96 andto add TALP medium
(160x106 cells/ml). Sperm in TALP were incubated 4 hrs at 37°C in 5% CO,. Then
an aliquot was added progesterone (P4 2ug/ml) and was further incubated for 30
min as well as the rest of the sperm; motility, plasma membrane integrity,
acrosome integrity and c apacitation status were assessed. After thawing, there
were no differences between cooling treatments (+5°C vs -3°C) on motile cells,
plasma membrane integrity assessed by either Eosin-Nigrosine or HOST,
acrosome integrity and c apacitation status; however, there was a di fference
(P<0.05) regarding plasma membrane integrity assessed by the fluorescent stain
SYBR14/Pl. Regarding the incubation with or without P4, motility was not different
between treatments (19 and 16%) but plasma membrane-intact cells were different
(P<0.05): 21 vs. 18%, C and E respectively. Acrosome-intact cells decreased as
incubation progressed but there were no differences between treatments
regardless of P4: 58 and 58%, C and E respectively. Both capacitated (B) and
acrosome-reacted (AR) sperm increased as incubation progressed but there were
no differences between treatments regardless of P4: 57 and 59% (pattern B) C and
E respectively. In conclusion, slow cooling to -3°C, before freezing, improved
sperm cryosurvival regarding plasma membrane-intact cells; horse sperm
incubated with TALP became capacitated and suffered the acrosome reaction but
these processes were no affected by the addition of P4 or the pre-freeze cooling
temperatures.
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1. INTRODUCCION.,

La recoleccion y conservacion de gametos y embriones mediante el uso de
modernas tecnologias reproductivas, permite un us o mas racional del material
genético de una especie, facilitando la multiplicacion del numero de ejemplares de
alto valor genético y disminuyendo los niveles de consanguinidad (Loomis, 2006).

El gran desarrollo de la inseminacion artificial ha incrementado el interés de
investigadores y clinicos por las técnicas de procesamiento de semen, poniendo
de manifiesto la necesidad de desarrollar técnicas que minimicen el dafo
espermatico a la vez que maximicen su viabilidad, supervivencia y fertilidad
(Loomis, 2006).

El primer articulo sobre congelaciéon de semen equino fue publicado en 1950 por
Smith y Polge, quienes lograron wuna supervivencia del 25% de los
espermatozoides que congelaron a -79°C en una solucion con glucosa y glicerol y
unos afos mas tarde se describié el nacimiento del primer potro con semen

congelado (Barker y Gandier, 1957).

A partir de ese momento se ha investigado mucho en esta area y actualmente el
uso de semen criopreservado de equino es cada vez mas frecuentemente utilizado
por las ventajas que implica, aunque aun existe gran variabilidad en cuanto a su
calidad en el mercado y los resultados obtenidos, debido a una falta completa de
estandarizacidn en la metodologia de procesamiento seminal e inseminacion asi
como en los criterios y métodos estandares de evaluacién de la calidad seminal

pre y postdescongeldo (Samper y Morris, 1998; Metcalf, 2007; Sieme et al., 2008).

Uno de los factores mas importantes implicados que limitan el desarrollo a gran
escala de esta tecnologia y su estandarizacion, es la variabilidad individual
existente entre los sementales (Samper y Morris, 1998; Loomis, 2001; Sieme et
al., 2008, Loomis y Graham, 2008; Morell et al., 2011). Esto se debe en gran
medida al tipo de seleccion al que han sido sometidos, basada principalmente en
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términos de genealogia, rendimiento atlético o morfologia, mas que de eficiencia

reproductiva (Varner et al., 2008).

En 1987, Aniann y Pickett postularon que era poco realista asumir que todos los
eyaculados det odos los sementales debian ser congelados con el mismo
protocolo, debido a la gran variacion que existe entre razas y entre sementales,
debido a eso, propusieron que se deben optimizar e identificar los diluyentes y
tasas de c ongelacion - descongelacion, buscando el protocolo con mejores
resultados para cada individuo. Hoy en dia muchos laboratorios comerciales de
congelacion de semen equino han adaptado un mecanismo denominado "Prueba
de Congelacién" para evaluar cada nuevo semental ala hora de incluirlo en un

proceso de criopreservacion seminal (Loomis y Graham, 2008).

A través de es te procedimiento, uno o varios eyaculados son divididos y
procesados utilizando varios protocolos (incluyendo varios diluyentes de
congelacion) con el objetivo de determinar con cual de ellos el semental puede
producir muestras postdescongelado de calidad aceptable, maximizando asi los
resultados obtenidos individualmente; y asi incrementar el numero de sementales
que pueden ser utilizados con éxito en procesos de criopreservacion seminal se
ha convertido en uno de los objetivos de la industria reproductiva equina (Loomis y
Graham, 2008).

A nivel internacional se considera un semental "apto para proceso de congelacion
seminal" si presenta valores de motilidad progresiva >50-60% en semen fresco y
>30-35% en semen postdescongelado (Vidament et al., 1997; Samper y Morris,
1998; Loomis y Graham, 2008).

Es preferente que la "Prueba de Congelacion" sea ejecutada en varios eyaculados
previo a elegir aquel semental que optimiza los resultados obtenidos, lo que
conlleva inversion de mucho tiempo y desembolso excesivo de dinero para el

propietario y un alto costo para el laboratorio de criopreservacion. Sin embargo, es



evidente el efecto benéfico que este procedimiento tiene sobre el numero de
sementales que son aceptados como aptos para la criopreservacion seminal y son
varios autores los que han r elatado su eficacia en este sentido (Loomis, 2001;
Vidament, 2005; Loomis y Graham, 2008).

También se han establecido diferencias en cuanto a la calidad seminal entre razas
(Alvarenga et al., 2003), siendo el caballo de Pura Raza Espafola un modelo de
raza de m ala calidad seminal. Debido a ello, existe un numero limitado de
ejemplares Pura Raza Espanola que s uperen el 50% de m otilidad progresiva
necesario para que el procesado de congelacién-descongelacion dé resultados
satisfactorios (Loomis y Graham, 2008).

2. REVISION DE LITERATURA
2.1. DESARROLLO HISTORICO DE LA CRIOPRESERVACION.

Se tiene conocimiento que los primeros estudios realizados sobre los efectos
producidos por temperaturas de congelacibn sobre la criosupervivencia
espermatica se remontan aproximadamente al afio 1776, cuando el investigador
Lazzaro Spallanzani introdujo viales que contenian semen de mamifero en nieve,
después los retorno a la temperatura ambiente y pudo observar espermatozoides
con motilidad (Salamon, et al., 1995).

Inicialmente, los cientificos se limitaron a probar con bajas temperaturas que se
lograban en la naturaleza. lgualmente varios investigadores en la segunda mitad
del siglo XIX, experimentaron poniendo espermatozoides a temperaturas por
debajo del os 0°C pero nunca superando los -30°C, Mantegazza (1866) y
Davenport (1897) observaron como sobrevivian espermatozoides humanos
congelados a -17°C, igualmente Pavlov y sus colaboradores en 1924 congelaron
espermatozoides de cucarachas y de mamiferos, ayudandose con una mezcla de

nieve Yy alcohol, lo cual les permitio llegar a los -23°C, y pudieron percatarse que



posterior a la descongelacion algunas células podian recuperar su motilidad.
También en ese afo Gellhorn logré fecundar ovocitos de rana con semen
previamente congelado a -13°C y alcanz6 unatasa de fecundacion del 93%
(Salamon, et al., 1995).

Los primeros trabajos que buscaban proteger las células espermaticas durante los
procesos de congelacion y descongelacion, describian medios compuestos por
altas concentraciones de azucares; en 1938 Luyet y Hodapp descongelaron
espermatozoides de rana los cuales habian sido vitrificados en una s olucion
concentrada de sacarosa (40%) e inmersos en aire liquido (-192°C), 3 afos
después en 1941, Schafner publicd sus experimentos, en los cuales lograba un
porcentaje de supervivencia del 30%, en espermatozoides de ave utilizando una
solucion 0,75 M de fructosa y sometiéndolos a una c ongelacién rapida hasta los
-79°C. También en la década de los cuarenta, Hoagland y Pincus probaron varios
métodos para la vitrificacion de s emen de di ferentes especies de mamiferos,
incluida la humana, obteniendo pobres resultados en todos los casos, mientras
que un resultado distinto fue obtenido por Parker en 1945, quien observo
espermatozoides moviles tras la congelacion de semen humano (Salamon, et al.,
1995).

Los primeros registros de la utilizacién del glicerol como agente crio protector se
remontan al afio de 1908, cuando Maximov suspendio tejidos y células vegetales
en una s olucién de glicerol, pudiendo observar sobrevivian parcialmente a la

congelacion a -22°C (Salamon, et al., 1995).

En la actualidad, los protocolos de criopreservacion se encuentran ampliamente
extendidos en el campo de la produccidon animal para el mantenimiento a largo

plazo de espermatozoides, ovocitos y embriones (Mazur, et al., 2008).

2.2. EVOLUCION DE LA CONGELACION SEMINAL EN LA ESPECIE EQUINA.

Se tiene evidencia que el primer experimento de c riopreservacion de semen

equino, se llevd acabo enel afiod e 1907, cuando Ivanov pudo o bservar
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espermatozoides moviles tras congelarlos a -15°C, pero cuando llevd la
congelacion a los -100°C no observo espermatozoides moviles. Por otro lado en el
afo de 1938 Jahnel demostré que tras congelar semen de humano a diferentes
temperaturas bajo 0 como la del hielo seco (-79°C) ola del nitrégeno liquido
(-196°C), en el momento de la descongelacion se identificaban espermatozoides
motiles (Salamon, et al., 1995).

En la actualidad se ha dado lugar a un interés creciente por la congelacion
seminal en la especie equina, o que ha puesto de manifiesto la necesidad de
conocer la fisiologia del espermatozoide equino, como se comporta esta célula
durante los procesos de congelacion-descongelacion y cuales son los principales
dafios que sufre durante el proceso. Todo esto para poder crear y desarrollar
nuevos protocolos de congelacion propios de la especie, ya que hasta el momento
esta tecnologia se ha desarrollado de forma empirica en el caballo, adaptando la
tecnologia desarrollada en otras especies (Sieme, et al., 2008).

Estudios recientes demuestran que soélo el 20-30% de los sementales producen un
semen con buena capacidad de congelacion, "buenos congeladores", otro 40-60%
tienen caracteristicas seminales consideradas como aceptables (aunque se ve
afectado negativamente por la criopreservacion) y otro 20-30% de s ementales
producen semen que no es congelable en absoluto, "malos congeladores". Por
este motivo, hay sementales que presentan una buena fertilidad con semen fresco
y refrigerado, mientras que por el contrario con semen congelado presentan una
baja fertilidad. Los factores relacionados con esta diferencia en la respuesta a la
congelacion entre sementales, no estan totalmente esclarecidos; siendo el origen
genético el mas aceptado, ya que el esquema de seleccidon impuesto en el caballo
se basa en c aracteres morfoldégicos y funcionales, sin prestar atencion a
caracteres como la congelabilidad de sus eyaculados, parametro que cobra un
gran interés en el caso de ot ras especies como el bovino. (Tischner, 1979;
Brinsko, 2000; Loomis y Graham, 2008; Vidament, 2005).

Independientemente de las desventajas que tiene la utilizacion del semen

congelado, su uso ofrece una serie de beneficios en comparacion al semen fresco



o refrigerado; ya que la criopreservacion seminal, permite a los propietarios de
sementales, poder compaginar su vida deportiva con su actividad reproductiva sin
ningun tipo de interferencia. Por otro lado, mediante esta técnica, es posible
utilizar dosis de sementales ya muertos, manteniendo asi su genética. Finalmente
y gracias a esta técnica, se ha podido consolidar el intercambio comercial de dosis
seminales de animales de un al to valor genético, mejorando la rentabilidad y la
disponibilidad de este tipo de animales (Loomis, 2001).

2.3. EVALUACION SEMINAL.

La forma mas efectiva para la evaluacion de la fertilidad del semental es mediante
la tasa de concepcion y de n atalidad, pero ambas son retrospectivas y estan
influenciadas por factores independientes de la fertilidad del semental, como son
la fertilidad de la hembra y el manejo reproductivo llevado a cabo, por lo tanto, es
importante tener en c uenta que la fiabilidad de la evaluacion seminal como
indicador de la fertilidad de un semental no es absoluta. Una baja calidad suele ser
un buen indicador de subfertilidad, sin embargo, una buena calidad de semen no
es garantia aceptable de fertilidad (Colenbrander, et al., 2003).

e 2.3.1. Volumen Seminal

El volumen promedio obtenido en el equino va de los 60 ml a los 100 ml (Hafez,
2002), pero pueden obtenerse volumenes tan dispares de entre 10 ml a mas de
250 ml, son varios los factores que afectar el volumen de semen obtenido en un
semental como son la variabilidad individual, la raza, la edad, la frecuencia de
coleccion, el nivel de estimulacidn o la época del afo (Blanchard, et al., 1998;
Samper y Estrada, 2007).

e 2.3.2. Color del Eyaculado

La inspecciéon visual del semen es un paso importante para evaluar el color y
determinar la posible existencia de anormalidades y/o contaminaciones. El color

normal del semen varia de b lanquecino a blanco grisaceo-crema segun la
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concentracion espermatica, pudiendo aparecer colores u olores anormales que
suelen ser indicativos de problemas (Samper y Estrada, 2007).
o 2.3.3. Motilidad Espermatica

La motilidad espermatica es el parametro mas utilizado para valorar la calidad del
semen debido a su simplicidad y bajo costo. El porcentaje de es permatozoides
con motilidad progresiva (MP) por eyaculado se ha asociado a la fertilidad y se
considera que es un parametro fundamental para la determinacion de la capacidad
fertilizante de los espermatozoides, a pesar de que no se ha c orrelacionado
directamente con la fertilidad real (Jasko, et al., 1992; Katila, 2001; Varner, 2008).
En equinos un 50% de los casos y de forma fisiologica la insercidn del flagelo en
la cabeza es de tipo abaxial, lo que determina que el patréon de motilidad
progresiva no sea tan rectilineo como en otras especies (Dott, 1975).

e 2.3.3.1. Métodos de Evaluacion de la Motilidad Espermatica:

2.3.3.2. Evaluacioén Visual.

Es la evaluacion mas rutinaria, aunque poco exacta, esta altamente influenciada
por las condiciones ambientales (temperatura, luz, osmolaridad, pH,
contaminantes, etc.) y la experiencia del evaluador. Es muy importante que la
técnica sea realizada correctamente y que se estandaricen las condiciones
ambientales, ya que cambios en la temperatura pueden ocasionar disminucion en
la motilidad y por lo tanto una evaluacion incorrecta de la misma, por lo que las
muestras y todo el material en contacto con el semen debe p ermanecer a
temperaturas entre 36 y 38°C, ayudandose de bafos maria y platinas térmicas
(Katila, 2001; Varner, 2008).

2.3.3.3. Evaluacion Objetiva mediante Andlisis Espermatico Asistido por
Computadora.

El Sistema Computarizado de Analisis de Semen (CASA) fue desarrollado en la

Universidad de P ennsylvania por Liu y Warme en 1977y perfeccionado por



Aniann y Hammerstedt en 1980. Este sistema brinda mayor objetividad y
seguridad en la evaluacion, permitiendo la reduccion de la variabilidad entre
evaluadores y una evaluacién mas exacta de las caracteristicas del movimiento

individual de los espermatozoides.

Los sistemas computarizados se basan en la captura y digitalizacion sucesiva de
imagenes a través de un microscopio de contrastes de fases de la trayectoria de
cada espermatozoide para posteriormente, interpretarse a través de un software y
reflejarse en una serie de parametros calculados matematicamente y que
representan las caracteristicas de su movimiento (Verstegen, et al., 2002; Varner,
2008).

e 2.3.4. Concentracion Espermatica

Los valores de concentracién espermatica media en la especie equina fluctuan
entre los 150-300 X 10%ml con unrango de variacion muy amplio (50-800 X
106/ml), la cual esta afectada por la produccion espermatica y por la cantidad de
plasma seminal en el eyaculado (Hafez, 2002).

e 2.3.4.1. Métodos de valoracion de Concentracion Espermatica:

2.3.4.2. Hemocitdémetro o Camara de Neubauer.

Es un método directo para llevar a cabo conteos celulares, el cual requiere mucho
tiempo para su realizacion, sin embargo es considerado como uno de los métodos
de conteo mas exactos. Hay varios modelos de hemocitometros y cada uno tiene
sus propias instrucciones detalladas para conteo; en términos generales es una
féormula matematica que t oma en c uenta la dilucion seminal, la profundidad,
superficie y numero de cuadros del cuadriculado observados; lo que otorga como
resultado la concentracion espermatica de la muestra (Samper y Estrada, 2007).



2.3.4.3. Analisis Espermético Asistido por Computadora (CASA: Computer
Assisted Sperm Analysis).

La determinacion de concentracion se realiza a través de un software conectado
a un microscopio. Se usan camaras con volumenes ya establecidos que permitan
el conteo de una m uestra en monocapa de es permatozoides, lo que pe rmite
determinar la concentracion por unidad de volumen, y aunque la distribucion de
particulas por la camara no es uniforme, este efecto se corrige através de

férmulas matematicas (Douglas-Hamilton, et al., 2005).

2.3.4.4. Contadores Celulares Electrénicos.

El uso de contadores celulares electrénicos como el Nucleo Counter SP-100®
permite obtener resultados mas exactos y repetibles que los obtenidos con la
fotometria sin existir ademas interferencias por presencia de detritus o material
contaminante. Este tipo de sistemas trabajan con la utilizacion de un fluorocromo
de ADN (loduro de P ropidio) que penetrara en las células espermaticas
previamente lisadas por un reactivo especial (S100 en el caso del Nucleo Counter
SP-100®) para su posterior conteo por fluorocromometria (Hansen, et al., 2006).

2.3.4.5. Espectofotémetro Calibrado.

El principio de estos equipos consiste en pasar un haz de luz através de la
muestra seminal, midiendo la cantidad del uz que puede atravesarla
(transmitancia) o la luz que queda detenida (absorbancia), convirtiendo este valor
de densidad éptica en un valor de concentracion espermatica, comparandola con
una recta patron realizada previamente con diluciones de semen de concentracion
conocida (calibracion). La mayor ventaja de este tipo de equipos es que permite
ahorrar tiempo y aunque es una valoracion indirecta es bastante objetiva y exacta
(Samper y Estrada, 2007; Blanchard, et al., 1998).



e 2.3.5. Morfologia Espermatica

Aunque la correlacion entre la morfologia y la fertilidad no ha s ido totalmente
establecida, se ha demostrado que los sementales fértiles tienen mas del 60% de
espermatozoides morfologicamente normales y menos del 5% de morfoanomalias
del acrosoma y pieza intermedia, y que la fertilidad se compromete cuando los
niveles de morfologia normal caen por debajo del 40% (Katila, 2001; Samper y
Estrada, 2007).

Las anormalidades morfologicas espermaticas se clasifican en pr imarias,
secundarias y terciarias segun su origen, de modo que las primeras se consideran
malformaciones de origen testicular (resultado de un defecto en Ia
espermatogénesis), las secundarias de origen epididimiario (defecto en la
maduracion) y las terciarias de origen in vitro (defectos en el manejo) (Varner,
2008).

Se haobs ervado que determinados defectos morfolégicos como las gotas
citoplasmaticas y las colas dobladas tienen menor efecto sobre la fertilidad que
otros como las cabezas sueltas, formas anormales de la cabeza o p ieza
intermedia, colas enrolladas y células germinales prematuras, por lo cual se
recomienda el conteo y clasificacion segun su tipo de al menos 100 células
espermaticas (Love, et al., 2000).

e 235.1. Métodos de Evaluacion de la Morfologia
Espermatica

2.3.5.2. Tinciones

Se pueden usar diferentes tinciones como las especificas de Williams o Cassarett,
las celulares generales (como Hematoxilina-Eosina, Giemsa y Wright) y las
tinciones de fondo como la Eosina-Nigrosina. Esta ultima es la mas usada por su
facilidad de ap licacion al semen animal, siendo utilizada también para la

evaluacion de la viabilidad espermatica (Barth y Oko, 1989; Varner, 2008).
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e 2.3.6. Evaluaciéon de la Membrana Plasmatica

La viabilidad de los espermatozoides se valora indirectamente mediante la
evaluacion de la integridad de la membrana plasmatica, cuyo papel es vital en la
regulacion de las funciones espermaticas (Varner, 2008).

e Métodos de Evaluacion de la Integridad de las Membranas

Espermaticas:

2.3.6.1. Prueba de Hinchamiento Hiposmotico (HOST, Hypo-Osmotic Swelling
Test).

Esta prueba de evaluacién de integridad de membrana plasmatica, fue descrito
por primera vez por Drevius y Ericksson en 1966. En la cual se evalua la
integridad y funcionalidad de la membrana plasmatica, analizando su respuesta a
la exposicion a un medio hipotonico (de entre 50-100 mOsm) analizando su
funcién osmorreguladora (Jeyendran, et al., 1992; Neild, et al., 1999).

Por lo tanto, si la membrana esta integra y funciona adecuadamente el
espermatozoide incorporara agua de forma activa hacia el citosol, provocando
cambios morfolégicos en su flagelo (enrollamiento o replegamiento) asociados a
esta enddésmosis, dichos cambios no s eran apreciados en los espermatozoides

osmorregulatoriamente incompetentes (Colenbrander, et al., 2003).

La prueba de HOST se ha correlacionado de forma alta con otros test predictivos
de fertilidad y resultados de la prueba inferiores al 40% se han relacionado con
sementales de fertilidad dudosa (Neild, et al., 2000).

2.3.6.2. Tinciones Fluorescentes.

Esta técnica se basa en el uso de tinciones fluorescentes extracelulares que
pueden ser no permeables, de modo que no di fundiran hacia el interior de la
membrana plasmatica cuando ésta esta intacta, o permeables. Son soluciones
fluorescentes que difunden a través de la membrana plasmatica y se hidrolizan en
el citosol en compuestos fluorescentes que quedan retenidos en el interior de la

célula si la membrana esta intacta. Dentro de | as tinciones fluorescentes no
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permeables destaca el loduro de P ropidio, y entre las tinciones fluorescentes
permeables el Calcein AM o D ihidrocalcein AM, SYBR-14 o el Diacetato de
Carboxifluoresceina (Varner, 2008). Actualmente se usan combinaciones de los
anteriores para incrementar la informacion obtenida como es la combinacion
SYBR14/loduro de Propidio. Existen estudios en los que se establece una
correlacién entre el porcentaje de es permatozoides matiles y el porcentaje de
espermatozoides con membrana plasmatica integra (Garner y Johnson, 1995;
Love, et al., 2003).

2.3.6.3. Tinciones Supravitales.

El uso de técnicas de tincidn no fluorescentes como la Eosina-Nigrosina para la
evaluacion de la viabilidad espermatica, se basan en la capacidad que tiene la
membrana integra de absorber la tincién y eliminarla (vivos), mientras que en los
espermatozoides en los que la membrana no es funcional, la tincion difundira al
interior del los espermatozoides tifiendo las células (muertos), por lo tanto los
espermatozoides muertos o con el acrosoma dafado se veran rosas por la eosina
mientras que los vivos permaneceran blancos sobre el fondo oscuro de nigrosina.
Por ello se denominan "Técnicas de Evaluacion de Vivos y Muertos”, estas
tinciones permiten valorar al mismo tiempo la morfologia y la viabilidad (Barth y
Oko, 1989).

2.4. ENFRIADO Y CONGELACION SEMINAL

o 24.1. AGENTES CRIOPROTECTORES

Los crioprotectores son sustancias hidrosolubles, que d isminuyen el punto
eutéctico de la solucion a la que se incorporan, este punto es la temperatura mas
baja a la cual puede fundir una mezcla de sdlidos (A y B) con una composicion
fija. El descenso del punto eutéctico permitira que se alcance una concentracion

dada de solutos a unat emperatura menor, de forma que la célula estara mas
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deshidratada y el gradiente osmoético al que estara sometida sera menor (Barbas,
2009).

Los agentes crioprotectores se incluyen en los medios de c ongelacion para
reducir el estrés fisico y quimico al que se someten los espermatozoides durante

los procesos de refrigeracion, congelacion y descongelacién (Barbas, 2009).

El poder crioprotector de un compuesto, depende tanto de su capacidad para
proteger ala célula, como de nos er toxicos para ésta. La toxicidad de los
compuestos depende no solo de su toxicidad quimica sino también de sus efectos
osmoticos, conocidos como "toxicidad osmatica”, al existir una per meabilidad
menor de la membrana plasmatica para los crioprotectores permeables que para

el agua (Gao, et al., 1995).

Bioquimicamente, es posible diferenciar tres tipos de crioprotectores: 1.Los
alcoholes (metanol, etanol, propanol y glicerol), 2.Azucares (glucosa, lactosa,
sacarosa), 3.El dimetil sulfoxido. Ademas, de acuerdo a permeabilidad celular, los
crioprotectores se pueden agrupar en ag entes permeables y no permeables
(Squires, et al., 2004).

2.4.1.1 Crioprotectores Permeables.

Son compuestos de bajo peso molecular y permeables a través de la membrana
plasmatica que producen una reorganizacidon de los componentes lipidicos y
protéicos de ésta, provocando que incremente su fluidez, favoreciendo la
deshidratacion celular a bajas temperaturas y disminuyendo la formacion de
cristales de hielo intracelulares, lo que incrementa la supervivencia espermatica a
la congelacion. Actuan tanto en el medio intracelular como extracelular (Keith,
1998).
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2.4.1.1.2 Glicerol

El glicerol fue descubierto por Polge y colaboradores en 1949 y desde entonces se
convirtié en el crioprotector de eleccion para la criopreservacion de semen en
muchas especies, entre ellas la equina. Es todavia el crioprotector mas usado
pero no existe uniformidad en cuanto a su concentracion éptima en los diluyentes
comerciales equinos, que varia del 2,5 al 7%. En cualquier caso depende de la
composicion del diluyente y del porcentaje dey ema de huev o del mismo
(Vidament, et al., 2000, 2001; Loomis y Graham, 2008).

Ademas presenta un claro efecto negativo pudiendo ser uno de los factores
implicados en la baja motilidad y fertilidad postdescongelacion que ha sido
descrito en aves pero también en equinos (Vidament, 2005). Su efecto tdxico
causa alteraciones citoplasmaticas, en la membrana, en las proteinas superficiales
que intervienen en la sefalizacion celular, a la polimerizacion tubular y en la
asociacion de microtubulos, ademas de provocar desnaturalizacion de proteinas
(Fahy, et al., 1990). La sensibilidad de los espermatozoides al glicerol es especie
dependiente (Curry, 2000), estando completamente contraindicado su uso en

algunas especies como el gallo.

En equinos se hav isto que se producen efectos toxicos si se usa en
concentraciones mayores o i guales al 2,5% (Bedford, et al., 1995) o 3, 5%,
teniendo en cuenta que la concentracion final de glicerol dependera de la dilucidn
usada semen:diluyente (Vidament, 2005). Ademas también existe variabilidad
individual respecto a la tolerancia al glicerol entre sementales, que podria estar
relacionada en pa rte con la variabilidad en la fluidez de m embrana del os
espermatozoides ya que se sabe que el glicerol afecta directamente a esta fluidez
(Alvarenga, et al., 2003).

El principal efecto téxico del glicerol parece estar desencadenado por el estrés
osmotico producido durante su incorporacion y eliminacion en las fases de

congelacion y descongelaciéon (Squires, et al., 2004).
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2.4.1.2. Crioprotectores Permeables Alternativos

Entre los crioprotectores alternativos destacan los pertenecientes al grupo de las
amidas que ha n sido utilizadas como crioprotectores de semen unicos oen
combinaciones con glicerol en equinos para disminuir el efecto toxico del glicerol y
mejorar la motilidad, viabilidad y fertilidad del semen congelado-descongelado
(Alvarenga, et al., 2000; Medeiros, et al., 2002;).

Las amidas que han dado mejores resultados para su uso como crioprotectores en
semen equino son la dimetilformamida (DMF) y metilformamida (MF) con un peso

molecular de 73,09g/mol 50,07g/mol respectivamente (Alvarenga, et al., 2005).

2.4.1.3. Crioprotectores no Permeables.

Los crioprotectores no permeables son compuestos de elevado peso molecular
gue no tienen la capacidad de atravesar la membrana plasmatica, por lo que su
efecto protector lo desarrollan en el medio extracelular a través de mecanismos
osmoticos favoreciendo un medio hipertonico que hace que s alga agua de la
célula (deshidratacién), disminuyendo asi la probabilidad de formacion de cristales
de hielo intracelulares (Moore, et al., 2006).

2.4.1.3.1. Yema de Huevo

Los fosfolipidos y lipoproteinas procedentes de la yema de huev o son
compuestos organicos que pr esentan una funcidén protectora frente al dafo
desencadenado en la congelacién espermatica. Hoy en dia se sabe que la
fraccion de lipoproteinas con efecto crioprotector en la yema de huevo es la
fraccion de baja densidad (LDL’s) (Bencliarif, et al., 2008; Hu, et al., 2010).

2.4.1.3.2. Leche Descremada
Las caseinas, fosfocaseinas y las beta lacto globulinas procedentes de la leche
son compuestos organicos que presentan una funcion protectora frente al shock

frio , sirviendo la leche descremada como constituyente basico del diluyente o
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formando parte en pe quefias cantidades de diluyentes sintéticos (Holt, 2000;
Aurich, et al., 2007).

2.4.1.3.3. Azlcares

El plasma seminal presenta de manera natural azucares como son la glucosa,
fructosa y el sorbitol. De entre ellos la glucosa y la fructosa son los azucares mas
empleados en los diluyentes de congelacion de semen en animales. Sin embargo
se ha demostrado que en semen de equino el sorbitol muestra superioridad de
efecto crioprotector frente a la glucosa y la fructosa (Pojprasath, et al., 2011).

e 2.4.2. Diluyentes de Congelacion:

La mayoria de los diluyentes de congelacion seminal tradicionalmente usados se
basaban en el diluyente de semen descrito por Kenney y colaboradores en 1975y
presentaban una mezcla de sales minerales, azucares, EDTA, yema de huevo y/o
leche descremada y glicerol. Entre ellos destacan el Lactosa-EDTA y posteriores
modificaciones del mismo (Kenney, et al., 1975; Tischner, 1979).

El uso de p roductos de origen animal presenta una serie de riesgos vy
limitaciones sanitarias y técnicas que han determinado que la investigacion se
haya centrado en su sustitucion por otros medios o s ustancias con dichas

caracteristicas protectoras (Pillet, et al., 2011, 2012).

En este sentido, apar tir del INRA82®, diluyente cuya base es la leche
descremada, se produjo el diluyente comercial INRA96® que sustituia la leche por
la fraccion purificada de las caseinas presentes en la leche. La utilizacion del
diluyente INRA96® modificado (suplementado con 2% de yema de huevo y 2.5%
de glicerol) para la congelacion de semen equino mostré mejores resultados que
la del INRA82® para congelar (Pillet, et al., 2008).

Lo mismo ha ocurrido con el uso del huevo en los diluyentes de congelacién, ya
que su incorporacion en forma de yema de huevo completa supone una serie de

problemas por la posible introduccion de endotoxinas que p odrian dafar los
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espermatozoides y por su elevada composicion lipidica y presencia de particulas
groseras que interfieren en el analisis seminal (Watson y Martin, 1975).

Todo ello ha determinado que se hayan realizado estudios con yema de huevo
clarificada mediante ultracentrifugacion a 1000g, incorporada en el diluyente
Kenney modificado de 1992 o con plasma de yema de huevo esterilizada obtenido
por ultracentrifugacién, que h a mostrado aportar las mismas caracteristicas
postdescongelacion in vitro y de fertilidad in vivo que la yema de huevo completa
(Pillet, et al., 2011). Este ultimo estudio dio como resultado la creacién del
diluyente comercial INRAFreeze® a partir del INRA96® modificado, en el que la
yema de huev o completa era sustituida por el plasma de huev o esterilizado,
creando este diluyente comercial listo para su uso y sin riesgos sanitarios (Pillet, et
al., 2011).

Todos los diluyentes comerciales de congelacion para semen equino previamente
citados presentan glicerol como crioprotector. En este sentido investigadores
brasilefios han es tudiado la incorporacion de a midas en s us diluyentes de
congelacion encontrando una s uperioridad de es tos frente ad iluyentes que

presentan unicamente glicerol (Medeiros, et al., 2002; Alvarenga, et al., 2005).

2.5. EQUILIBRADO, REFRIGERACION, CONGELACION Y ALMACENAMIENTO

En una gran mayoria de los casos es necesaria una fase de refrigeracion y
equilibrado tras resuspender las células espermaticas en el diluyente de
congelacion. Esto permite una cierta deshidratacion y estabilizacion de las células
espermaticas, debido a las diferencias de permeabilidad y peso molecular de los
crioprotectores respecto alas soluciones fisiolégicas. En cuanto alas tasas o
curvas de congelacion para semen equino, presentan varios rangos de entre los
20° alos 100°C por minuto. En cualquier caso, tanto las tasas de equilibrado y
refrigeracion como las de c ongelacion deben adaptarse a la composicion del
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medio de c ongelacion utilizado (tipo y concentracion de c rioprotectores
principalmente) para optimizar los resultados obtenidos (Devireddy, et al., 2002).

El protocolo de congelacion inicialmente propuesto por Palmer en 1984 par a el
diluyente INRA82® determinaba la dilucién del semen en INRA82® + 2% yema de
huevo a 37°C, enfriamiento hasta 22°C en 10 minutos, refrigeracion hasta 4°C en
60 minutos (velocidad de -0,55°C/min) y centrifugacion a 4° C para
posteriormente resuspender el pellet en el INRA82® de congelacion (INRA82® +
2% yema de huevo + 2.5% glicerol) dejando que se equilibrara a esta temperatura
durante 50-60 minutos para proceder a la congelacion mediante congelador
automatico a una tasa de -60°C/min hasta los -140°C o disponiendo las pajillas a
4cm sobre vapores de nitrégeno liquido durante 10 minutos, para posteriormente
sumergirlas en el nitrégeno liquido. A partir de este protocolo se fueron haciendo
modificaciones (Vidament y col., 2000) para finalizar recomendando una primera
dilucion en INRA82® + 2% yema de huevo a 37°C, centrifugaciéon y adicién del
diluyente de congelacion (INRA82® de congelacion) a 22°C, refrigeracion lenta en
80 minutos hasta 4°C (-0,2°C/min), empajillado a 4°C y congelacion durante 10
min a 4 cm sobre vapores de nitrogeno o en congelador programable a -60°C/min
hasta 10s-140°C para posteriormente sumergir las pajillas en el nitrogeno liquido
(Vidament, et al., 2001).

Este mismo protocolo es el sugerido para los diluyentes de congelacién del grupo
francés que se desarrollaron posteriormente: el INRA96® modificado para
congelar (INRA96® + yema de huev o + glicerol) y el diluyente comercial
INRAFREEZE®.

En cuanto al diluyente Lactosa-EDTA modificado, tras la centrifugacion, dilucion y
el equilibrado a 22°C, se describe proceder a la congelacion directa de las pajillas
en vapores de nitrogeno liquido a una velocidad de -60°C/min o en congelador
automatico y posterior inmersion en el nitrogeno sin periodo de refrigeracion o
equilibrado previo, aunque también se han propuesto periodos de refrigeracion
previa lentos de aproximadamente -0,1°C/min (Heitland, et al., 1996).

18



En en el caso del diluyente Lactosa-EDTA se han estudiado protocolos con curvas
de congelacion rapida sin pasar por periodo de refrigeracion previo o bien curvas
de refrigeracion lentas con periodo de r efrigeraciéon hasta los 5°C a -0,3 a
-0,5° C/min y posterior congelacion (Vlasiu et al., 2008).

2.6. DANOS PRODUCIDOS EN EL ESPERMATOZOIDE DURANTE LA
CRIOPRESERVACION

El proceso de criopreservacion consiste ens ometer al eyaculado au n
enfriamiento, una congelacion y posteriormente una descongelacion, pasos en los
que los espermatozoides sufren cambios bruscos de temperatura, que incluiran
efectos negativos en la célula, todos estos efectos seran proporcionales a la
velocidad de enfriamiento y al intervalo de temperaturas, a este fendbmeno se le

denomina shock por frio (Watson, 1981).

El "criodafo" esta asociado a cambios en las propiedades termodinamicas vy
estructurales de la membrana plasmatica que af ecta a la viabilidad del
espermatozoide. El choque por fri6 aparece cuando la temperatura cae
bruscamente de 20°C a 0°C, bioquimicamente este choque produce una pérdida
de proteinas y lipidos, originando dafios que afectan fundamentalmente a la

membrana plasmatica y acrosomal.

Durante el proceso de congelacion, todas las membranas espermaticas son
susceptibles de sufrir dafos, tanto la membrana plasmatica, como las membranas
acrosomales y mitocondriales (Watson, 1995). Las membranas del
espermatozoide son unicas con respecto a la composicion de fosfolipidos y
colesterol. La membrana plasmatica esta formada por una bicapa lipidica fluida
compuesta principalmente por lipidos polares asociados con numerosas proteinas
(Erwin, 2004). Aunque los lipidos y las proteinas presenten asociaciones entre
ellos dando lugar a una c onfiguracion determinada, no es tan covalentemente

unidos y si la membrana sufre algun estrés, estas asociaciones pueden alterarse,
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cambiando la configuracion de la membrana y dando lugar a una funcion anormal
e incluso a su ruptura (Parks, 1992). De este modo, cuando las membranas se
enfrian por debajo de la temperatura de transicion de los lipidos que las
componen, se produce un cambio de fase del estado semiliquido a estado de gel,
y empiezan a agregarse formando microdominios (Holt y North, 1986 y 1991).
Esto favorece las asociaciones al azar con otros lipidos y la formacion de uniones
entre estos, asi como de zonas muy inestables entre los dominios lipidicos entre
el estado de liquido y de gel, lo que facilita la ruptura de la membrana, estos
eventos de cambio de fase se revierten tras la descongelacion aunque en muchas
ocasiones notodos los lipidos y proteinas vuelven a s u localizacién original
(Amann, 1999). En este caso, las proteinas quedan atrapadas entre los lipidos al
producirse una alteracion en la organizacion de éstos. Por ello, si estas proteinas
son canales ionicos y se altera su estructura, afectara ala funcionalidad de la
membrana (Watson, 2000). Por lo tanto, la permeabilidad se ve modificada por la
disminucién de la temperatura, pudiendo ser debido auna ruptura de la
membrana, aunque también es posible que se deba a que sus canales se
encuentren modificados estructuralmente; de esta forma, se ha observado que
tras la refrigeracion la regulacion de los niveles intracelulares de calcio es anormal
(Bailey,1995).

La entrada controlada de calcio al interior del espermatozoide, tiene un papel
fundamental en la regulacion de procesos como la reaccion acrosomal. Por otra
parte, en la membrana plasmatica del espermatozoide hay fosfolipidos que estan
orientados hacia el interior de la bicapa y otros hacia el exterior, al producirse un
reordenamiento de los componentes de la membrana debido a la exposicion a las
bajas temperaturas, se puede producdir una orientacién distinta de la normal,
provocando una alteracion en la estabilidad de la misma (Hammerstedt, et al.,
1990). Por lo tanto, la estructura de la membrana tiene que permanecer integra no
s6lo para mantener la viabilidad de la célula, sino porque la organizacién especial
de sus componentes es imprescindible para el reconocimiento entre células y para
llevar a cabo la fusion de la membrana acrosomal con la plasmatica durante el

proceso de fecundacion (Millete, 1999).
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La membrana plasmatica del espermatozoide posee una gran cantidad de acidos
grasos insaturados, muy susceptibles a s ufrir peroxidacion lipidica. Cuando se
produce este proceso, los acidos grasos, que son esenciales para otorgar a la
membrana la fluidez que necesita, se modifican. Una alta peroxidacién lipidica
produce la disminucion de la motilidad espermatica y de la capacidad fertilizante,
pérdida de enzimas intracelulares y dafo estructural de la membrana,
particularmente en la region apical (acrosoma). Los procesos de criopreservacion
aumentan la peroxidacion lipidica y por lo tanto provocan una pérdida de
funcionalidad del espermatozoide (Aitken, 1995; Chatterjee, 2001).

Igualmente, las grandes fluctuaciones de volumen producidas como consecuencia
del estrés osmotico sufrido por los espermatozoides durante la criopreservacion,
producen numerosos dafnos en diferentes compartimentos celulares como la
membrana plasmatica, el citoesqueleto y las mitocondrias. Igualmente, las
condiciones de hipertonicidad inducen una rapida despolimerizacién de la actina F
y remodelacién del citoesqueleto de actina, tanto en células somaticas como en el
espermatozoide (Pommer, 2002; Correa, 2007).

Actualmente, el conocimiento que s e tiene sobre el papel que desempena el
citoesqueleto en la osmorregulacion sigue siendo incierto, sin embargo hay
evidencias de que actua como un s ensor del volumen celular y que ofrece
proteccion mecanica contra un ex cesivo aumento o di sminucion de v olumen
celular. Las mitocondrias juegan un papel muy importante en diversas funciones
celulares como, la produccion energética de |l a célula, modulacion del estado
redox, la regulacion osmatica y la homeostasis del calcio. Las mitocondrias al ser
organelos tan importantes tanto estructural como funcionalmente, se convertiran
en organelos altamente sensibles a dafios durante el proceso de criopreservacion
(Burg, et al., 2007).

Uno de los inconvenientes de la criopreservacion, es que puede dar como
resultado una poblacién parcialmente dafada ( espermatozoides con dafos
subletales), en la que se observa motilidad espermatica. Esta subpoblacion
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presenta un cierto grado de alteracion de la membrana y de la funcion
mitocondrial, lo cual da como resultado un bajo metabolismo energético y una
excesiva pérdida de energia, quedando los espermatozoides incapacitados y sin
capacidad fertilizante en pocas horas. Siendo este un factor critico en especies
como la equina que presenta estros muy largos. Si el intervalo que transcurre
entre la inseminacion y la ovulacion es superior a la vida media del semen

descongelado, dificilmente se producira la fecundacion (Oehninger, et al., 2000).

Durante mucho tiempo se tuvo la creencia que la corta vida media de los
espermatozoides tras la congelacidn y descongelacion, era debida a fendmenos
de capacitacion prematura. Posteriormente, se observo que los cambios que se
producen, aunque son similares a la capacitacion, son diferentes a ésta. Por eso
los cambios que se producen durante la criopreservacion deben ser considerados

como fendmenos diferentes a los observados en la capacitacion (Watson, 2000).

La cripreservacion también origina cambios en las propiedades de la membrana
interna mitocondrial, alterando el mantenimiento del potencial de m embrana
mitocondrial. Esto causa una d isfuncién del ciclo de K rebs, produciendo la
reduccion en la produccién de ATP vy liberacién de factores pro-apoptéticos al
citoplasma. En trabajos llevados a c abo con espermatozoides como modelo
celular, también se ha observado que la congelacion conduce a una pérdida del
potencial de membrana mitocondrial, a disminucion de los niveles de ATP y a la
liberacién de factores pro-apoptéticos al citoplasma (Martin, et al., 2005; Schober,
et al.,2007).

También se han observado dafios en el nucleo del espermatozoide debido ala
criopreservacion, dafos que producen descondensacién de la cromatina. Por lo
cual se haobs ervado que em pleando semen congelado existe una mayor
probabilidad de muerte embrionaria, debido a los dafios producidos en el ADN
durante el proceso de congelacion y descongelacion (Royere, et al., 1996).

En lo que se refiere al espermatozoide equino, este es extremadamente sensible

al shock por frid, cuando se enfria desde aproximadamente los 37°C has los 8°C a
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una velocidad >0,3°C/min. Los efectos producidos por el shock por frio,
cuando la velocidad de enfriamiento es >0,3°C/min., incluyen patrones
anormales de m ovimiento (movimiento circular), rapida pérdida de motilidad,
dafnos en el acrosoma y membrana plasmatica, reduccion del metabolismo y la
pérdida de c omponentes intracelulares (Moran, et al. 1992; Amann y Picket,
1987).
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3. JUSTIFICACION.

Es importante considerar que con el paso de los afos, el uso de la Inseminacion
Artificial en la industria caballar ha sido cada vez mas utilizada alrededor del
mundo, por lo que es de suma importancia que se estudien cada vez mas los
protocolos de congelacion seminal dentro de lo que se incluye: agentes
crioprotectores, diluyentes, tasas de enfriado y congelacion, entre otros. Todo esto
con el afan de hacer cada vez mas extensiva la practica de la Inseminacion
Artificial en los equinos, tratando de disminuir los efectos nocivos a los que se
enfrentan los profesionales dedicados a esta especie como la raza, la edad del
semental, la temporada reproductiva y la variacion individual entre sementales de
la misma raza; todo esto para que s e aseguren protocolos cada vez mas
personalizados para los sementales y disminuir lo mas posible los animales “Bad

Freezers”.
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4. HIPOTESIS

Si el enfriado lento precongelacion a -3°C permite que la membrana plasmatica de
los espermatozoides equinos atraviese el cambio de transicion de fase con menor
dafio que el observado con el enfriado tradicional, entonces se tendra un mejor

resultado, in vitro, de la capacidad fertilizante de estos espermatozoides.

25



5. OBJETIVOS.

5.1. General.

Evaluar el efecto del c¢ ambio det emperatura precongelacién sobre la

criosupervivencia espermatica.

5.2. Particular.

Evaluar las caracteristicas estructurales y funcionales de los espermatozoides de
equino mediante viabilidad, estado de capacitacion e induccion de la reaccion

acrosomal al descongelado.
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6. MATERIALES Y METODOS.

Este trabajo se llevé a cabo en el Laboratorio 2 d e Reproduccion y Etologia
Animal, perteneciente a la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria de la Facultad
de Estudios Superiores Cuautitlan - UNAM. Este campus se localiza en el km 2.5
de la Carretera Cuautitlan-Teoloyucan, colonia San Sebastian Xhala, Cuautitlan
|zcalli, Estado de México.

Se utilizé el semen de 5 sementales equinos de entre 5y 11 afios de edad, con las

siguientes caracteristicas de raza y edad:

1 Cuarto de Milla de 9 afios.

1 Luso Arabe de 6 afios.

1 Pura Sangre Lusitano de 11 afos.
1 Pura Sangre Lusitano de 5 afos.
1 Azteca de 7 afos.

Los garafiones fueron mantenidos bajo el mismo régimen de alimentacion y de
trabajo dentro de un mismo rancho, el cual se localiza en el municipio de
Atitalaquia, Estado de Hidalgo a 2,080 metros sobre el nivel del mar, al Oeste de
Pachuca con coordenadas geograficas extremas, al Norte 20°04', al Sur 19°56' de
latitud Norte; al Este 99°09' y al Oeste 99°18' de longitud Oeste, con una
temperatura media anual de 16. 5°C y una precipitacion pluvial anual de 947
milimetros. Dicho municipio colinda al Norte con los municipios de Tlaxcoapan vy
Tetepango; al Este con los municipios de Ajacuba y Atotonilco de Tula; al Sur con
los municipios de Atotonilco de Tula y Tula de Allende; al Oeste con los municipios
de Tula de Allende y Tlaxcoapan.
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6.1. DISENO EXPERIMENTAL

El experimento consistio de 2 fases.
1) Primera fase. Crioconservacion del semen con diferentes temperaturas de

enfriado precongelacion.

Este experimento se realizé el para evaluar el efecto del enfriado lento previo a la
congelacion. Se utilizaron los eyaculados del os 5 ga rafiones (al menos 5
eyaculados por macho), en donde el factor experimental fue la temperatura de
enfriado precongelacion. De cada eyaculado, se congelaron 20 pajillas (10 por
cada tratamiento). El método utilizado fue el propuesto por Vidament (1975).

El enfriado comenz6 a partir de 22°C hasta llegar a las temperaturas objetivo de:
a) +5°C (control) y b) -3°C (experimental). La velocidad de enfriado de 22°C hasta
+5°C fue de 0.15°C/min y se mantuvo el semen a dicha temperatura por un lapso
de 18 horas, posteriormente se procedio a congelar las muestras del grupo control
en nitrégeno liquido. Las muestras del grupo experimental fueron sometidas a un
enfriado adicional para permitir el descenso de temperatura y llegar de los +5°C
hasta los -3°C enunt iempo aproximado de 17 minutos con una v elocidad
promedio de 0.5°C/min e inmediatamente se congelaron en nitrogeno liquido. La
descongelacion y evaluacion de las muestras se hizo en bafio maria a 37°C, con

un minimo de 3 semanas en estado de congelacion.

2) Segunda fase. Evaluacién indirecta de la capacidad fertilizante de los
espermatozoides mediante la induccion de la reaccion acrosomal con el uso de

Progesterona.

Posterior a la evaluacion postdescongelado, se procedid a c entrifugar las
muestras para sustituir el medio de congelacion con un medio de T ALP
modificado. Cada muestra, tanto del grupo experimental como del control se

dividieron en 2y fueron sometidas a una incubacion de 4 horas con una
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temperatura de 37°C y 5% de C O,. Transcurrido el tiempo de incubacién, a la
mitad de cada muestra se le agreg6 progesterona diluida en medio TALP a una
concentracion de 2 pg/ml (Somanath et al., 2000) y se les sometié todas las
muestras (con y sin progesterona) a una incubacion adicional de 30 min.

Se corrieron pruebas de evaluacion espermatica al inicio, a las 4 horas y al
finalizar la incubacion. De este modo se evalud la posible capacidad fertilizante de
los espermatozoides al descongelado.

Diagrama de Flujo del proceso experimental

Obtencion de Semen

Dilucionen Medio de Transporte INRA g6 @ 1:1 (v/v)a 35°C

-

Transporte en Equitainer® sinrefrigerar

-

. Evaluacion macroscopica.
Laboratorio P

Evaluacion microscopica

-

Centrifugaciona22°C

-

Redilucion en medio INRA g6® de crioconservaciony Empajillado

-

Enfriado +5°C (Testigo)

- 3°C (Experimental)

-

Congelacion
Sustituir diluyente de

Evaluacion « Descongelacion crioconservacion porun medio de
‘Y capacitacion: TALP + P4
Evaluacién microscopica Incubacion

4

Medirreaccion acrosomal
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6.2. Obtencidn del semen

El semen fue colectado de 5 gar afiones una v ez por semana, en el periodo
comprendido de Septiembre a Octubre de 2012. Las colecciones fueron realizadas
con una yegua en estro y utilizando una vagina artificial tipo Missouri estandar de
16 pulgadas (Nasco, USA) con filtro. Inmediatamente después de la colecta las
muestras seminales se diluyeron a razon de 1:1 (v/v) en el diluyente comercial
INRA9G6® (IMV Technologies, Francia) precalentado a 33-35°C y se utilizd un
Equitainer I® (Hamilton Research, Inc., USA) sin refrigerantes como medio de
transporte al laboratorio. Este procedimiento evité posibles cambios bruscos de

temperatura y exposicion de las muestras a la luz.

6.3. Evaluacion microscépica seminal

Al llegar al laboratorio, se tomo la temperatura de arribo de las muestras, la cual
fue en promedio de 27.3°C, con un tiempo de transporte aproximado de 2.5 horas.
Se permitid que el semen se estabilizara at emperatura de c uarto (23°C
aproximadamente) y posteriormente se llevd a cabo una segunda filtracién para
evitar cualquier impureza en |la muestra. Inmediatamente se procedidé a llevar a
cabo la primera evaluacion general microscopica la cual incluyé las pruebas de
motilidad progresiva, concentracion espermatica, viabilidad, anormalidades,

estado de capacitacion e integridad acrosomal.

6.3.1. Motilidad Individual Progresiva

La evaluacion de la motilidad progresiva, se llevé a cabo mediante la dilucion del
semen 1:10 (v/v) en solucion salina fisiolégica (SSF, NaCl 0.9% p/v), se tom6 1 mi
de semen diluido previamente 1:1 (v/v) y se mezclé con 4 ml de SSF, se puso una
gota sobre un portaobjetos precalentado a 37°C y se le colocé un cubreobjetos;
inmediatamente después, se observo al microscopio optico con el objetivo de 40X,
otorgandole una calificacion en porcentaje del 0 al 100% segun el movimiento

espermatico rectilineo progresivo de la muestra.
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6.3.2. Concentracion espermatica

La determinacion de la concentracion espermatica de ¢ ada eyaculado se
establecié mediante el uso de una camara de Neubauer y un microscopio 6ptico

con el objetivo de 40X. Se hizo una dilucion seminal en solucion salina formolada

1:200 (v/v) poniendo 0.99 ml de solucion salina formolada y 10ul de semen diluido

1:1 v/v. Posteriormente se colocd un cubreobjetos calibrado sobre la camara de
conteo y se lleno el hemocitémetro por capilaridad con semen diluido 1:200 (v/v).
El conteo se realiz6 en 5 de los 25 cuadros totales (1/5 parte) de cada lado de la
camara, obteniéndose un promedio y este se multiplicd por 10 arrojando la
concentracion espermatica por mililitro (Hafez, 2002).

6.3.3. Viabilidad (Integridad de la Membrana Plasmatica).

Para evaluar este parametro, se utilizaron 3 diferentes técnicas de valoracion de la

integridad de la membrana plasmatica.

A) Tinciones fluorescentes SYBR-14/loduro de Propidio (Pl) (Molecular Probes,
EUA): Se tomé 100 pl de cada muestra de semen y se les adicion6 5 pl de SYBR-
14 (diluido a 100 nMol en BF5), se homogenizé y posteriormente se le agrego 2 pl
de loduro de Propidio (12 uMol) volviendo a homogenizar la muestra. Por ultimo se
incorporo a la mezcla 10 yl de una solucion de glutaraldehido al 0.4% (0.17 mM),
para fijar a los espermatozoides y realizar el conteo en el microscopio de
fluorescencia. El conteo se realizdé examinando 200 células con el objetivo de 40x
y utilizando el filtro laser nedn v erde (543nm). En el campo se observaron

espermatozoides de color verde (vivos) y naranja (muertos).

B) Tincidn supravital de eosina-nigrosina: El porcentaje de espermatozoides con
membrana intacta (viables), se determind a través de la observacion de un frotis
en el microscopio optico con el objetivo de 100X. El frotis se realizd6 depositando

una gota de semen diluido 1:1 (v/v) en un extremo de un portaobjetos previamente
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atemperado a 27°C, se agrego una gota del colorante eosina-nigrosina y se
homogenizé perfectamente. Con ayuda de otro portaobjetos se extendio el frotis
formando una capa delgada y se secO inmediatamente con aire. Posteriormente
se evalud el frotis empleando el microscopio 6ptico, evaluando 200 células. Se
registraron como muertos a los espermatozoides que se tifieron de color rosa, de
los vivos que son los que no permiten el paso del colorante y aparecen de color
blanco.

C) Prueba de hinchamiento hipo-osmoético (HOST): Se tomaron 50 pl de semen
diluido 1:100 (v/v) y se mezclaron con 100 pl de una solucion hipo-osmotica (60
mOsm/kg) en un tubo tipo Eppendorf (siendo esta solucion una mezcla de 4 partes
de agua bidestilada desionizada con una p arte de solucion salina fisiolégica al
0.9%). Se mantuvo la mezcla 5 minutos en bafio maria y posteriormente se fijo
con 20 pl de glutaraldehido al 0.4%. Se tom6 una gota de la mezcla y se coloco
sobre un portaobjetos, se le colocd un cubreobjetos y se observd al microscopio
con el objetivo 100X. Se evaluaron 200 espermatozoides para determinar el
porcentaje de espermatozoides vivos (hinchados) y muertos (no hinchados).

6.3.4. Anormalidades Espermaticas

El porcentaje de anormalidades se determiné a través de la evaluacion de frotis de
espermatozoides tefidos con eosina-nigrosina, Se analizaron 200
espermatozoides por laminilla, en un microscopio optico con el objetivo de 100X,
expresandose el resultado en porcentaje de espermatozoides normales y con
morfoanomalias primarias o secundarias.

6.3.5. Estado de Capacitacion

Esta se evalu6 con el uso del microscopio de fluorescencia y utilizando la prueba
de la clortetraciclina (CTC) (Sigma, MO, USA). Se preparé la formula del
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amortiguador y de la CTC segun Green y Watson (2001) con la solucion fijadora
propuesta por Mattioli et al. (1996).

* Amortiguador CTC:
NaCl 130 mM
Tris 20 mM

La solucién de C TC necesariamente debe de s er preparada antes de cada

experimento y cuenta con los siguientes componentes y caracteristicas:

CTC-HCI 805 mM
Cisteina 5mM
pH 7.8

Posteriormente, se agregé 100 pl de solucion CTC a 100 pl de semen y se
homogenizaron durante 30 s egundos, después se afiadieron 22 ul de solucién
fijadora de glutaraldehido al 0.2%. Posteriormente, se preparo la laminilla muestra

con 10 pl de la mezcla y se le afiadieron 10ul de DABCO (1,4-diazabiciclo [2,2,2]
octano (Sigma-Aldrich®, USA) 220 mM, disuelto en g licerol y PBS (9:1) v/v)

colocando un cubreobjetos y ejerciendo presidn suave. Las laminillas fueron
observadas al microscopio de fluorescencia con el objetivo de 100x y utilizando el
filtro laser neon azul (488 nm); se evaluaron 200 células por laminilla. De este
modo se determind el porcentaje de presentacidn de los patrones de fluorescencia
en la cabeza del espermatozoide de acuerdo a la clasificacion utilizada por Kaneto
et al. (2002):

Patron F. "Full" - Fluorescencia total, patrén en espermatozoides no capacitados.
Patron B. "Band" - Una banda libre de fluorescencia en el dominio postacrosomal,
patron en espermatozoides capacitados con acrosoma intacto.

Patron AR. "Acrosome Reacted" - Ausencia total de fluorescencia en la cabeza,

baja fluorescencia en la totalidad de la cabeza con una banda fluorescente
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brillante a lo largo de la regidn ecuatorial o presencia de fluorescencia unicamente
en la region postacrosomal; patrones de espermatozoides capacitados con

reaccion acrosomal completada.

6.3.6. Integridad Acrosomal

Para la evaluacion de la integridad acrosomal se utilizo la lectina del chicharo
(PSA Pisum sativum agglutinin) unida al fluorocromo Isotiocionato de fluoresceina
(FITC). La metodologia consistid en la preparacion de frotis seminales secados al
aire, los cuales se fijaron durante una hora en etanol, posteriormente se le
agregaron 50 pl (al 6.5 mM) de la solucién de lectina + FITC en la superficie a
cada frotis, se distribuyé uniformemente en la muestra y fue mantenido en una
camara humeda y en oscuridad durante 10 minutos. Enseguida los frotis fueron
lavados con agua destilada y secados al aire, se agrego una gota de DABCO (1,4-
diazabiciclo [2,2,2] octano (Sigma®, USA) 220 mM, disuelto en glicerol y PBS (9:1)
v/v) para retardar la pérdida de fluorescencia y se le colocé un cubreobjetos
ejerciendo presion suave. Posteriormente se observaron en el microscopio de
fluorescencia con el objetivo 100X y usando el filtro laser nedn verde (543 nm),
observandose 200 células por frotis y evaluando la uniformidad del borde apical de
la cabeza del espermatozoide. Se obtuvo el porcentaje de los 2 patrones distintos:

espermatozoide con acrosoma intacto y espermatozoide con acrosoma dafiado.

6.4. Dilucién seminal

Posterior a la evaluacion microscopica inicial, se procedio a centrifugar el semen a
600g por 15 minutos (Vidament, et. al. 2000, Maarten Hoogewijs et al., 2010) a
temperatura ambiente. Dicho procedimiento para retirar todo el plasma seminal, se
dejé unicamente el paquete celular y se le agregaron 2 ml de diluyente INRA96®
(IMV  Technologies, Francia) y se cuantific6 nuevamente la concentracion
espermatica ahora en esos 2 ml finales. Dicho procedimiento se llevé a cabo para
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poder ajustar la concentracién final de envasado a 200 X 10° células motiles /mi
del siguiente modo:

Numero de dosis = (Volumen) (Concentracion) (Porcentaje de células moviles)

Numero de células moviles requerido por dosis

Numero dedosis X 0.5 ml = Volumen final de s emen con diluyente para

criopreservacion.

6.4.1. Diluyente Criopreservador

Al conocer el volumen final para la elaboracion de las dosis deseadas, se procedié
a agregar el diluyente para criopreservacion que se requeria del siguiente modo:

1.- Se preparé yema de huevo clarificada, lo cual consistio en la obtencion de la
yema de un huev o de ga llina, estando el cascaron perfectamente limpio y
desinfectado. Se tomaron 5 ml de la yema de huevo y se mezclaron con 4 ml de
INRA9G6® (IMV Technologies, Francia) (dilucion 5:4 v:v), se sometié la mezcla a
centrifugacion de 500g por 10 minutos y se recupero el 90% del sobrenadante, el
cual fue usado como yema de huevo clarificada.

2.- Se elaboro el diluyente para criopreservacion el cual consistio de 91% de
INRA9G® (IMV Technologies, Francia) + 4% de yema de huevo clarificada + 5%

de Glicerol (SIGMA, USA).

3.- Se agrego diluyente INRA96® (IMV Technologies, Francia) a la suspension de

espermatozoides hasta completar el 50% del volumen final requerido.

4.- El otro 50% fue completado con diluyente para criopreservacion el cual se
agrego en 3 fases (del 16.6% del volumen final) con una diferencia de 5 min entre
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cada una de ellas para permitir la adaptacion progresiva de los espermatozoides al

criopreservador y asi reducir el efecto toxico del mismo.

De este modo se obtuvo una concentracion final de 2% de yema de huevo y 2.5%
de glicerol en la solucion con espermatozoides previo al envasado. (Vidament, et
al., 2000)

6.5. Envasado

Se procedié a envasar el semen en pajillas de plastico con capacidad de 0.5 ml,
las cuales fueron llenadas de forma manual usando un peine para empaijillado
dejando un extremo de la pajilla con aire para evitar la ruptura de la misma en el

descongelado. Las pajillas se sellaron usando alcohol polivinilico y agua destilada.

6.6. Enfriado Precongelacion

a) Enfriamiento lento de los +22°C hasta los +5°C de las pajillas control y

experimentales.

Para realizar el enfriamiento se utilizé un recipiente de vidrio (Recipiente “1”) con
capacidad de 650 ml, del cual la tapa contaba con 6 orificios para instalar 6 tubos
de vidrio con capacidad de 10 m | y se llené con una solucion salina al 9.85%,
misma que se encontraba a temperatura ambiente al iniciar el enfriado. Las pajillas
(tanto del grupo experimental como del grupo control) fueron colocadas en grupos
de 10 en cada uno de los tubos, impidiendo que la solucién salina tocara las
pajillas y estas unicamente tuvieran contacto con el aire permaneciendo secas.
También se instalé6 a una pajilla monitor la sonda de unt ermdmetro digital
Traceable® (VWR, USA) para permitir el constante monitoreo del descenso de
temperatura; el recipiente se introdujo en un refrigerador y las pajillas llegaron a
los +5°C en un tiempo aproximado de 2 horas, a una tasa de enfriado de 0.15°C, y
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se dejo que permaneciera en refrigeracion alrededor de 18 horas (Vidament, et al.,
2000).

b) Enfriado rapido de los +5°C a los -3°C de las pajillas del grupo experimental.

Al cumplir las 18 horas en refrigeracion el recipiente 1 se metié en una hielera que
contenia hielo salino al 9.85%, a una temperatura de -11°C (Recipiente "2") hasta
cubrirse totalmente. Las paijillas se siguieron monitoreando y alcanzaron la
temperatura de -3°C en un tiempo aproximado de 17 minutos a una tasa de
enfriado de 0.5°C/min; este sistema de enfriado se ha validado previamente en

este laboratorio Rios et al., (2005).

CURVADE ENFRIADO DE +5°CA -3°C

AN

o \

. N\
\

TEMPERATURA
koM

1 2 3 4& 5 6 7 8 g9 10 11 12 13 1& 15 16 17
MINUTOS
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6.7. Congelacion

Al concluir el enfriado de las pajillas de cada tratamiento, se colocaron sobre una
rejilla dentro de un recipiente de poliestireno de 33x18x16 cm, el cual contaba con
una cama de 8 cm de nitrogeno liquido. Las paijillas se expusieron a los vapores
de nitrégeno (-80 a -100°C) durante 12 minutos a una altura de 4 cm, finalmente
se sumergieron en el nitrégeno liquido (-196°C) y se procedié a almacenarlos en

un termo criogénico.

6.8. Descongelacion

Las pajillas fueron descongeladas en un bafio maria a 37°C durante 35 segundos,
se secaron y fueron cortadas por el extremo donde se sell6 con alcohol polivinilico,
el contenido de cada pajilla se vacio en tubos tipo Eppendorf que se encontraban
en el mismo bafo maria. Se procedié a realizar la segunda evaluacion
microscopica de cada muestra, la cual consistié realizar las pruebas de motilidad
progresiva, viabilidad, anormalidades, estado de capacitacion e integridad

acrosomal, del mismo modo como se explicd anteriormente.

Segunda fase del experimento.

Para conocer las caracteristicas de las muestras al descongelado, se procedio a
verter el contenido de una pajilla a un tubo tipo Eppendorf y someter la muestra a
una centrifugacién rapida de 6 00g durante 5 minutos a temperatura ambiente,
para poder retirar el medio de congelacion (91% de INRA96® (IMV Technologies,
Francia) + 4% de Yema de Huevo Clarificada + 5% de Glicerol [SIGMA, USA]). Al
concluir el centrifugado se retir6 el sobrenadante y la pastilla celular fue
resuspendida en un medio de Tyrode modificado-TALP (Parish et al., 1988) hasta
completar el volumen original de 500 pl. Cada pajilla se dividié en 2 partes tanto en
el caso de las del grupo control como de las experimentales y cada una de las
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mitades fue colocada en un tubo Eppendorf quedando un volumen final de 250 ul
con una concentracion espermatica de 40 X 10° células en promedio.

Posteriormente los tubos fueron metidos a una incubadora de C O2 (IncuSafe
SANYO E&E America Company, USA) con un ambiente de 5% de CO2 a 37°C. La
incubacion se llevd a cabo en 2 et apas: en la primera se dejaron las muestras
durante 4 horas de incubacién. Previo al inicio de la segunda etapa, se preparé
una solucién de pr ogesterona de 0. 1 pg/pl, la cual se realiz6 utilizando
progesterona hidrosoluble (2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin 70 mg/gr. Sigma-
Aldrich, USA), se tomaron 14.3 mg de la progesterona y se diluyeron en 1 ml de
TALP, dando una concentracion final de progesterona de 1 mg/ml. Posteriormente
se tomaron 10 pl de esta solucion y se diluyeron en 90 yl de TALP, dando como
resultado una solucion con 0.1 ug/ul de progesterona.

Cuando se cumplio el tiempo de incubacion inicial, comenzo la segunda etapa de
incubacion, en la se procedido a agregar progesterona a una razén de 2 pg/mi
(Somanath et al., 2000) a una mitad de cada muestra. Esto se logré diluyendo 5 pli
de la preparacion de progesterona en los 250 pl de semen incubados, por lo cual
se logré una concentracion final de 0.5 pg de pr ogesterona en los 250 l,
cumpliendo con el requerimiento final de 2ug/ml de progesterona. Igualmente se
dejé la otra mitad del semen descongelado unicamente con medio TALP, al mismo
tiempo que se tomaron muestras para una tercera evaluacion microscépica para
poder hacer el monitoreo del efecto de la primera etapa de la incubacién. Y por
ultimo se dejaron todas las muestras por un lapso adicional de 30 minutos.

En cuanto se cumplio el tiempo de la segunda parte de incubacion, se procedié a
correr pruebas a cada muestra (con y sin progesterona) las cuales incluyeron
motilidad progresiva, viabilidad, anormalidades, estado de c apacitacion e

integridad acrosomal del mismo modo que se sefialé anteriormente.
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6.9. Andlisis estadistico

Los datos de los espermatozoides en fresco diluidos y posterior a la
centrifugacion/ redilucion de cada macho fueron analizados mediante analisis de
varianza (ANOVA) empleando el modelo general lineal del paquete Statistica para
Windows 5.5 software (StatSoft Inc., Tulsa OK, USA, 2000). Los datos de las
variables expresadas como porcentajes fueron transformados al arcoseno previo
al ANOVA. Para comparar medias se empleo la prueba de Tukey. Los datos de la
calidad espermatica al descongelado (enfriado a +5°C vs. -3°C) asi como los
datos provenientes de la incubacién (sin vs. con progesterona), fueron analizados
mediante comparaciones de pares (prueba “t”) empleando el paquete Statistica
para Windows 5.5 software.

7. RESULTADOS

Las variables del semen fresco (diluido en INRA96 después de la recoleccion,
transportado a 30° C y atemperado a 23°C, aproximadamente) revelaron
diferencias significativas entre machos enc uanto a la viabilidad (EN),
funcionalidad de la membrana plasmatica (HOST), motilidad progresiva y

anormalidades secundarias (Cuadro 1).

Después de la centrifugacion y resuspension de los espermatozoides en INRA96
(2.5% concentraciéon final de g licerol), hubo diferencias entre machos en la
motilidad progresiva, viabilidad (EN), integridad de la membrana plasmatica
(SYBR14/PI), funcionalidad del a membrana (HOST), espermatozoides no
capacitados (Patrén F, prueba CTC) y los espermatozoides con reaccion
acrosomal (Patron AR, prueba CTC) (Cuadro 2).

Al descongelado, no hubo diferencias entre tratamientos de enfriado pre-
congelacion (+5°C vs -3°C) en la motilidad progresiva, viabilidad (EN),
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funcionalidad de la membrana (HOST), integridad del acrosoma y el estado de
capacitacion. Sin embargo en|o que respecta a la integridad de la membrana
plasmatica (SYBR14/PI) si hubo una diferencia significativa (P<0.05, Cuadro 3).
Hubo diferencias significativas entre algunos machos en la motilidad progresiva,
viabilidad, integridad y funcionalidad de la membrana, y en los espermatozoides
capacitados (Patron B, prueba CTC) y con reaccion acrosomal (Patron AR, prueba
CTC) (Gréaficas 1-8).

Para la etapa de incubacién con y sin progesterona se descongel6 un grupo de
pajillas de cada tratamiento de enfriado, diferente al empleado para la evaluacién
de la etapa anterior (congelacion—descongelacion). De igual manera que en dicha
evaluacion, la motilidad no fue diferente entre tratamientos: 19 vs. 16% pero el
porcentaje de células con membrana intacta si lo fue: 21 vs 18%, enfriado a +5°C
vs enfriado a -3°C, respectivamente (P<0.05, Cuadro 4).

El porcentaje de espermatozoides con acrosoma intacto disminuyé a medida que
el tiempo de incubacion progresaba pero no hubo diferencias entre tratamientos
de enfriado independientemente de la adicién de progesterona: 58% (enfriado a
+5°C) vs 58% (enfriado a -3°C). Los porcentajes de espermatozoides capacitados
(Patron B) y con reaccion acrosomal (AR) aumentaron am edida que la
capacitacion progresaba pero no hubo diferencias entre tratamientos de enfriado
independientemente de la adicion de progesterona: 57 vs 59% (Patron B), enfriado

a +5°C vs enfriado a -3°C, respectivamente (Cuadro 5).
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Cuadro 1. Caracteristicas de los espermatozoides diluidos de equino en un diluyente comercial (INRA96),

transportados a 30°C en un termo y atemperados a 23°C en el laboratorio.

Macho Motilidad Vivos Vivos Normales (%) | Anormalidades | Anormalidades Acrosoma
Progresiva Eosina- HOST Primarias Secundarias Intacto (%)
(%) Nigrosina (%) (%) (%)
(%)
1 35.0+12.15a | 78.4 +2.04a |65.9+2.99ab |83.8 £2.09a 1.0+0.23 15.3 + 2.25a 71.1+£2.99
2 4.0 £1.70b 51.2 £6.95b |54.5 £7.26a 57.2 £5.77b | 0.5 £0.22 42.3 £5.74b 73.5 £5.24
3 30.0+£10.88a | 82.3+4.80a |71.1+3.34b 91.4+1.69ac | 0.5+0.18 8.1+ 1.71ac 75.2 +2.63
4 529+ 13.27a | 81.5+1.54a |63.9+3.75ab | 93.7 £0.84c 1.0+0.38 5.4 £ 0.56¢ 71.1+1.30
5 49.2+11.50a | 78.8 £ 2.34a |69.6 £4.02b 89.6 £2.12ac |1.0+0.31 9.6 £ 1.98ac 74.5 +2.60

Los valores son promedios + error estandar. Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas entre machos

para cada caracteristica (P<0.05).
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Cuadro 2. Caracteristicas de los espermatozoides diluidos de equino en un diluyente comercial (INRA96)

adicionado con 2.5% de glicerol, previo al enfriado lento de 23 a 5°C.

Macho Motilidad Vivos Vivos Vivos Acrosoma Patrones de la prueba CTC
Progresiva SYBR/PI Eosina- HOST Intacto
(%) (%) Nigrosina (%) (%) (%) F (%) B (%) AR (%)
1 65.0 = 4.36a 63.2 + 3.60a 69.7 £ 3.28a 59.9 £ 3.73a 65.0+£3.42 | 63.1+5.42a 29.0+5.21 |7.9+0.59a
2 8.0 +2.00b 39.1 £4.66b |40.6 +5.75b |423 +10.78b | 72,8 £ 3.30 | 38.1 £+5.01b |46.9 +253 |15.0 £2.91b
3 37.5+12.63c | 67.3+2.35a 77.3+1.94a 61.3 £1.69a 73.8+3.70 |554+412ab |37.3+3.81 |7.3+0.59
4 67.1 £ 3.76a 63.3 £ 6.70a 69.4 + 3.25a 61.3 £ 4.44a 743 +2.12 |60.2+4.67a 344+4.69 |54+0.70a
5 70.8 £2.39a 63.0 £ 3.79a 68.4 + 2.50a 60.8 = 5.30a 705+1.88 |59.0+4.92ab |31.0+5.11 | 10.0+1.86ab

Los valores son promedios + error estandar. Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas entre machos

para cada caracteristica (P<0.05).
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Cuadro 3. Efecto del enfriado lento a dos temperaturas blanco sobre las caracteristicas de espermatozoides de

equino al descongelado.

Temperatura | Motilidad Integridad Viabilidad | Funcionalidad | Acrosoma Patrones de la prueba CTC
Pre- Progresiva | dela MP Eosina- de la MP Intacto
congelacién (%) SYBR/PI Nigrosina HOST (%) F (%) B (%) AR (%)
(%0) (%0) (%0)
+5°C 11.2+241 | 22.0+2.16a | 46.0 +2.93 13.8+1.51 62.8+351 |245+2.74 |53.0+3.12 |225+3.35
-3°C 10.6 £2.84 | 17.4+2.08b | 455+2.51 13.5+1.89 66.0+2.65 | 245+2.73 |53.7+3.28 |21.8+2.95

Los valores son promedios + error estandar. Letras diferentes en columnas indican diferencias significativas (P<0.05).

MP= Membrana plasmatica
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Cuadro 4. Efecto del enfriado a dos temperaturas blanco sobre la calidad de los espermatozoides de equino

incubados en TALP sin (-) o con (+) progesterona (P4) posterior a la criopreservacion.

Integridad del Acrosoma (%)

Incubacién 4:30 hrs

Antes de la Incubacion 4:30 hrs

incubacion P4 () P4 (+)

Temperatura  Motilidad Integridad de la MP
Pre-
congelacion  Progresiva oo de |3
(%) incubacion
+5°C 18.7 +2.2 20.8 +1.7a*
-3°C 16.4 +2.3 17.5 +1.8a*

13.8+1.2b 10.8 £1.3c

115+1.1b 9.5#1.1c

65.5+2.6x 58.2+21ly 61.6+23z

67.2+2.2x 58.0+2.2y 61.4+23z

Los valores son Medias + ee. MP= Membrana plasmatica, se evalu6 mediante SYBR14/PIl. Letras
diferentes (abc/xyz) dentro, y * entre tratamientos de enfriado indican diferencias estadisticas (P<0.05).
Al descongelado, los espermatozoides fueron centrifugados para remover el medio de congelacion y

fueron resuspendidos en TALP.
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Cuadro 5. Efecto del enfriado a dos temperaturas blanco sobre el estado de capacitacion de los espermatozoides
de equino incubados en TALP sin (-) o con (+) progesterona (P4) posterior a la criopreservacion.

Patrones de la prueba CTC (%)
Temperatura

. - Después de laincubacion
Antes de la incubacion
Pre- por 4 horas
congelacion

Después de la incubacién por 4:30 horas

P4 (-) P4 (+)
F B AR F B AR
F B AR F B AR
+5°C 227428 557+3.1 21.7#3.0 10.1#2.1 58.4+2.0 316422 6.8#1.2 59.242.0 34.1¥2.3  3.84#0.5  57.0+2.1  39.2+2.4
-3°C 21.3+2.9  58.7+#3.3 20.0#2.3 10.3+2.0 58.74+25 31.74#2.9 7.1#11 61.4422  31.9+2.3 42406  59.3+2.3  36.5+2.5
Los valores son medias + ee. CTC= Prueba de C lortetraciclina. Patrén F. "Full" - no capacitados. Patrén B. "Band" -

capacitados con acrosoma intacto. Patron AR. "Acrosome Reacted" - capacitados con reaccion acrosomal completada.
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Grafica 5. Acrosoma Intacto, prueba CTC.
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Grafica 6. Prueba CTC, Patron F (no capacitado).
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Grafica 7. Prueba CTC, Patron B (capacitados).
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Grafica 8. Prueba CTC, Patron AR (reaccion acrosomal)
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8. DISCUSION

En este trabajo, probd la hipotesis de que el enfriado lento previo a la congelacion,
a una temperatura cercana a la formacion del hielo del diluyente empleado (-3°C),
podria mejorar la criosupervivencia de los espermatozoides de equino. Sin
embargo, este enfriado no produjo los resultados esperados, en contraste con lo
observado en es permatozoides de ot ras especies que f ueron sometidos a
protocolos de enfriado similares a este (caprino, Medrano et al., 2001; ovino, Rios,
2005; porcino, Garzon-Pérez et al., 2010). Algunas posibles explicaciones para
estos resultados contradictorios son: 1) la temperatura de enfriado que se eligio
podria no ser relevante para los espermatozoides de caballo, y 2) el largo periodo
de almacenamiento a 5°C antes de la congelacion (17 horas) pudo dafiar a los
espermatozoides. En relacion al primer punto, se puede argumentar quel a
composicion lipidica de la membrana de los espermatozoides de e quino es
diferente a la de otras especies (Darin-Bennett y White, 1977) y por esto la
temperatura de transicion de fase de los lipidos de la membrana espermatica, bajo
cero grados centigrados, seria diferente. En relacién al segundo punto, se ha
reportado que los espermatozoides de equino almacenados durante 72 horas a
5°C produjeron valores de fertilidad in vivo aceptables (Vidament et al., 2012);
entonces el periodo de almacenaje que se empled en el presente trabajo no

parece ser el responsable de nuestros resultados.

La motilidad al descongelado que se observo en nuestro trabajo se considera
inaceptable para su uso en programas de i nseminacion artificial, para esto la
motilidad debe ser 235% (Vidament et al., 1997). Otros autores obtuvieron valores
de motilidad espermatica al descongelado 230% en mas del 70% de los caballos
cuyo semen fue congelado (Loomis y Graham, 2008); en nuestro caso ninguno de
los sementales alcanzé tales valores en ninguno de los dos protocolos empleados.
Otros autores, reportan valores de m otilidad al descongelado de 30 a 50%
(Squires et al., 2004; Murphy et al., 2014), y otros reportan valores mas bajos, en
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el rango de 14 to 38% cuando se emplearon diferentes combinaciones de glicerol
y dimetil formamida (Vidament et al., 2002). Ante estos resultados los nuestros
siguen siendo menores; esto nos lleva a pensar que la combinacién de algunos
factores propios de los sementales, del protocolo de transporte, almacenaje y

criopreservacion son los responsables de ello.

En relacion a otras variables de los espermatozoides al descongelado, como la
integridad de la membrana plasmatica evaluada mediante la prueba de H OST,
Saragusty et al. (2007) obtuvieron valores de 36. 2 y 26.5% empleando dos
aparatos para congelar; estos valores también son mayores que los quese
obtuvieron en nuestro trabajo. Es importante mencionar que esta variable se ha
considerado como un pos ible predictor de la susceptibilidad a la congelacion
(freezability) de los espermatozoides a la criopreservacién (Petrunkina et al.,
2007). En relacién al estado de capacitacion al descongelado, Neild et al. (2003)
reportaron un 8% de vivos no capacitados, alrededor de 12% vivos capacitados y
cerca de 20% de vivos con reaccion acrosomal en espermatozoides provenientes
de 5 caballos. En contraste con ese trabajo, nuestros resultados fueron: 22% no
capacitados, 57% capacitados y 21% con reaccion acrosomal. La diferencia tan
grande en los dos primeros tipos se debe, probablemente, a que nos otros no

utilizamos ningun meétodo para discriminar las células vivas de las muertas.

Respecto al efecto de la adicidn de progesterona sobre la induccion de la reaccidn
acrosomal, Meyers et al. (1995) obtuvieron 19.7 y 5.8% de espermatozoides con
reaccion acrosomal ens ementales fértiles y subféertiies respectivamente,
empleando 3.18 ymol de P4. En contraste, Cheng et al. (1998) emplearon una
cantidad diferente de P4 (10 mM) y observaron un 25% de espermatozoides

viables con reaccidon acrosomal.

En nuestro trabajo, 38% del os espermatozoides fueron considerados con
reacciéon acrosomal después de la incubacion con 2 mM de P4; aunque como se

menciond anteriormente sin distinguir los vivos, en consecuencia nuestros datos
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son mayores que |los antes mencionados. Es posible que si emplearamos una
mayor cantidad de pr ogesterona, nuestros resultados serian diferentes; sin
embargo, en nues tra experiencia 2 mM de P4 es suficiente para producir los
resultados esperados.

En resumen, el largo periodo previo a la congelacion (17 horas en promedio), la
variacion tan amplia que hay entre machos respecto a la “freezability” de s us
espermatozoides, la estacion del afio en la que se recolectd el semen (fin del
verano e inicio del otofio) y el numero relativamente pequefio de caballos que se

emplearon en este trabajo podrian explicar parcialmente nuestros resultados.

9. CONCLUSION

El enfriado lento hasta -3°C, previo a la congelacién, no mejor6 la supervivencia
de espermatozoides de caballo al descongelado. La incubacién de los
espermatozoides descongelados, empleando un medio apropiado para este fin
(TALP), indujo la capacitacidén y la reaccion acrosomal pero estos procesos no
fueron afectados por la adicion de progesterona ni por el tratamiento de enfriado.
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