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Evaluacion de la Calidad Espermatica del Semen Ovino
Posdescongelacion al Emplear Dos Fuentes Energéticas
y Dos Crioprotectores

EvaLuaTion oF RaM SPERM QUALITY PosT-THAWING BY UsING Two ENERGY
SouRCEs AND Two CRYOPROTECTANTS

Luis Ruiz G.*3, Rocio Sandoval M., Alexei Santiani A.2

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el efecto de dos fuentes energéticas
(fructosa y glucosa) y dos crioprotectores (glicerol y etilenglicol) sobre la calidad seminal
luego del proceso de criopreservacion en un arreglo factorial de 2 x 2. Se evalué la
motilidad progresiva, la viabilidad y la integridad acrosomal. La motilidad fue superior
con el uso de glicerol (65.5%) en comparacion con el uso de etilenglicol (49.0%) (p<0.05);
asimismo, la motilidad fue superior con el uso de fructosa (59.3%) que con glucosa
(55.1%) (p<0.05). La integridad acrosomal fue superior con el uso de glicerol (58.2%) en
comparacion con el etilenglicol (42.0%); asimismo, la integridad acrosomal fue superior
con el uso de fructosa (53.8%) que con glucosa (46.4%) (p<0.05). La interaccion fuente
energética x crioprotector no fue significativa. Los resultados demuestran que la utiliza-
cién de glicerol como agente crioprotector y de fructosa como fuente energética previe-
nen en forma mas efectiva la pérdida de calidad seminal durante el proceso de
criopreservacion, en comparacion con el etilenglicol y la glucosa, respectivamente.

Palabrasclave: semen congelado; diluyentes de semen; fructosa; glucosa; glicerol;
etilenglicol

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of two monosaccharides (fructose
and glucose) and two cryoprotectants (glycerol and ethylene glycol) on semen quality
after the cryopreservation process under a 2 x 2 factorial arrangement. The variables
evaluated were progressive motility, viability, and acrosomal integrity. Motility was greater
with the use of glycerol (65.5%) compared to the use of ethylene glycol (49.0%) (p<0.05);
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also, motility using fructose was higher with the use of fructose (59.3%) than when using
glucose (55.1%) (p<0.05). Acrosomal integrity was superior with the use of glycerol
(58.2%) compared with ethylene glycol (42.0%); also, acrosomal integrity was superior
with the use of fructose (53.8%) than when using glucose (46.4%) (p<0.05). The energy
source X cryoprotectant interaction was not statistically significant. The results showed
that the use of glycerol as a cryoprotectant and fructose as an energy source more
effectively prevent loss of semen quality during cryopreservation in comparison to

ethylene glycol and glucose, respectively.

Key words: frozen semen; extenders; fructose; glucose; glycerol; ethylene glycol

INTRODUCCION

La criopreservacion de semen y la in-
seminacion artificial (1A) son técnicas
reproductivas utilizadas en la mayoria de es-
pecies domésticas (Julianiy Henry, 2008); sin
embargo, la 1A con semen congelado no esta
muy difundida en ovinos, debido principalmen-
te a las bajas tasas de fertilidad obtenidas
(Salamon y Maxwell, 2000; Santiani et al.,
2007; Barbas et al., 2013). La baja fertilidad
podria deberse a los dafios ocasionados en
los espermatozoides durante el proceso de
criopreservacion (Aisen et al., 2002; Ruiz et
al., 2007; Santiani et al., 2007; Barbas et al.,
2013). Los dafios en las membranas
espermaticas alteran su funcion metabdlica,
causando una capacitacion espermatica pre-
matura (Santiani, 2003; Ruiz et al., 2007); y
consecuentemente, los espermatozoides no
sobreviven mucho tiempo en el tracto
reproductivo de la hembra, disminuyendo las
posibilidades de fecundar el ovocito (Aisen
et al., 2002; Santiani et al., 2007).

Los dafios producidos en los espermato-
zoides podrian ser prevenidos usando un
diluyente adecuado (Molinia et al., 1994a,b;
Aisen et al., 2000; Sandoval et al., 2007).
Los dilutores estan principalmente compues-
tos por una sustacia tampon, una fuente ener-
gética y agentes crioprotectores (Salamon y
Maxwell, 2000). Los crioprotec-tores son sus-
tancias de bajo peso molecular, pudiendo in-
gresar a la célula a través de la membrana
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plasmatica (Ball et al., 2001; Bittencourt et
al., 2004), evitando los efectos nocivos de la
deshidratacion excesiva causada por la con-
gelacion lenta (Salamon y Maxwell, 2000).

Entre los dilutores méas utilizados estan
el glicerol y el etilenglicol (Ball et al., 2001;
Bittencourt et al., 2004; Juliani y Henry, 2008;
Madeira et al., 2013). El empleo del glicerol
en la criopreservacion de semen ovino ha te-
nido buenos resultados en relacion con la
motilidad progresiva posdescongelamiento
(Molinia et al., 1994a; Santiani, 2003;
Sandoval et al., 2007); sin embargo, algunos
autores sefialan que el etilenglicol tiene un
efecto similar o mejor al glicerol en otras es-
pecies (Bittencourt et al., 2004; Madeira et
al., 2013).

Las fuentes energéticas empleadas en
la criopreservacion de semen son principal-
mente carbohidratos del tipo monosacéridos
(Fernandez-Santos et al., 2007). Los mas
empleados son la fructosa y la glucosa
(Molinia et al., 1994b; Aisen et al., 2000).
Segun Fernandez-Santos et al. (2007), la
fructosa tiene un mejor efecto en compara-
cion con la glucosa, aunque otros indican que
ambos tienen un efecto similar (Molinia et
al., 1994b; Ponglowhapan et al., 2004).

Los azlUcares también incrementan la
presion osmoética del medio y actian como
crioprotectores (Purdy, 2006). Su principal
efecto es su capacidad para reemplazar la
molécula de agua en los grupos polares nor-
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malmente hidratados, lo cual ayuda a estabi-
lizar la membrana durante la transicion a tra-
vés de las zonas de temperatura critica (Aisen
etal., 2000, 2002). Ademas, aumentan la vis-
cosidad del diluyente (Purdy, 2006), lo que
evita la cristalizacion eutéctica de los solutos
(Vishwanath y Shannon, 2000; Garde et al.,
2008; Naing et al., 2010).

Por tal motivo, la finalidad del estudio
fue conseguir una composicion alterna de un
diluyente empleado para la criopreservacion
de semen de ovino. Asi, se evalu6 la combi-
nacion de dos fuentes energéticas (glucosa
y fructosa) y dos crioprotectores (glicerol y
etilenglicol), tomando como referencia el
diluyente de semen ovino descrito por Aisen
et al. (2000).

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio y Muestras Biol6gicas

El estudio se realizé en la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad Na-
cional Mayor de San Marcos (FMV-
UNMSM), Lima. Se emplearon seis ovinos
adultos y la colecciéon de semen se realiz6
utilizando una vagina artificial de ovino. El
semen colectado se llevo en forma inmedia-
ta al Laboratorio de Reproduccion Animal de
la FMV-UNMSM en un tubo Falcon, prote-
gido de la luz, dentro de una caja de tecnopor,
para su procesamiento y congelacion.

Se evaluo la calidad del semen fresco,
aceptando los eyaculados que cumplieron los
siguientes requisitos: volumen mayor de 0.8
ml, motilidad masal mayor de 3, motilidad pro-
gresiva mayor de 70% y una concentracion
mayor de 1000 x 10° espermatozoides/ml. Se
trabajé con 24 eyaculados (4 eyaculados por
macho), los cuales cumplieron los criterios
de inclusion.

El estudio tuvo un disefio factorial de 2
X 2, trabajandose con dos fuentes energéti-
cas (fructosa o glucosa) y dos crioprotectores
(glicerol o etilenglicol).
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Dilucion y Congelacién de Semen

Se utilizé el diluyente descrito por Aisen
et al. (2000), el cual consiste en dos fraccio-
nes. La fraccion 1 compuesta por tris 27.1 g/l
acido citrico 14 g/l, fuente energética (fructo-
sa 0 glucosa, segun tratamiento) 10 g/l y yema
de huevo 10%. La fraccién 2 compuesta por
un crioprotector (glicerol 6% o etilenglicol
4.5%, seguin tratamiento, para obtener la mis-
ma concentracion molar), trehalosa 76 g/l,
EDTA 1.5 g/l y fraccion 1 csp 1 litro.

Se empled un protocolo de criopreser-
vacion de semen de congelacion lenta, con-
formado por un proceso de enfriamiento y
uno de congelacion. En la primera fase del
enfriamiento, se diluyd el semen 1:1 con la
primera fraccion del diluyente a 35 °C; luego
se disminuy6 la temperatura hasta llegar a
los 5 °C en un lapso de 90 min (1 °C por cada
3 min). En la segunda fase, se agrego la se-
gunda fraccion del diluyente en una relacion
1:1 con el semen previamente diluido y se
incubd a 5 °C durante 30 min, para estabilizar
la muestra (Salamon y Maxwell, 2000).

Al término del periodo de estabilizacion,
el semen se envaso en pajillas de 0.5 ml. Lue-
go, las pajillas fueron congeladas con los va-
pores de nitrégeno liquido, disminuyendo la
temperatura de 5 a -25°C en un lapso de 6
min (5 °C/min), para finalmente sumergirlas
en el nitrdgeno liquido (Byrne et al., 2000).

Evaluacion del Semen Congelado

La evaluacion del semen congelado se
realizé 24 h después de haber finalizado el
proceso de congelacion. Para el
descongelamiento, se colocaron las pajillas en
bafio Maria a 37 °C por 10 s. El semen se dilu-
y6 1:10 en una solucion base isotonica (27.1 g
de Tris, 14 g de acido citrico, 10 g de fructosa y
agua bidestilada csp 1000 ml) a 37 °C. La eva-
luacion se realizé 20 min despueés, determi-
nando la motilidad progresiva y el porcentaje
de espermatozoides vivos con acrosoma in-
tacto.
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Motilidad Progresiva

El semen fue descongelado y se diluyo
con suero fisiolégico a 37 °C en una relacion
1:2. Se coloco una gota (25 pl) de la dilucion
sobre una lamina portaobjeto temperada, se
cubrié con una lamina cubreobjeto y se ob-
servo en microscopio optico a 400x. Se cal-
culé el porcentaje de espermatozoides con
motilidad progresiva, considerandose solo a
aquellos que presentaron un movimiento ra-
pido hacia delante (Sandoval et al., 2007).

Viabilidad e Integridad Acrosomal

La evaluacion de la viabilidad e integri-
dad acrosomal se realizd6 mediante la técnica
de doble tincion descrita por Didion et al.
(1989). La técnica consiste en la adicion del
colorante azul tripan para diferenciar
espermatozoides vivos de muertos, y Giemsa
para visualizar la membrana acrosomal.

Se observéo un minimo de 200
espermatozoides en diferentes campos Opti-
cos con lente de inmersion (1000x). Se con-
sideraron espermatozoides vivos con
acrosoma intacto a los que presentaron una
coloracion palida o transparente en la parte
posterior a la linea ecuatorial de la cabeza y,
al mismo tiempo, tenian el acrosoma tefiido
de color fucsia. El resultado se expreso en
porcentaje (Sandoval et al., 2007).

Andlisis Estadistico

Con la finalidad de evaluar el efecto de
los tratamientos sobre el porcentaje de
motilidad progresiva y el porcentaje de
espermatozoides vivos con acrosomas intac-
tos, sin que influya la condicion inicial del se-
men fresco, los resultados se calcularon de
la siguiente manera (Aisen et al., 2000, 2002):
Porcentaje final = (Malor inmediatamente
descongelado) / (Malor en el semen fresco) x
100.

Los datos fueron transformados a valo-

res angulares (Angulo = arcoseno \f porcentaje
final) para acercar los datos a la distribucion
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normal (Sandoval et al., 2007). Se utiliz el
analisis de varianza para evaluar el efecto de
los tratamientos sobre los porcentajes de
motilidad progresiva y espermatozoides vivos
con acrosomas intactos. Las monosacaridos
y los crioprotectores se analizaron como fac-
tores fijos y los animales como factores
aleatoreos. En el andlisis de datos se utilizé el
programa estadistico SPSS v. 22.0.

REsuLTADOS

En el Cuadro 1 se muestran los resulta-
dos de motilidad progresiva. Los grupos don-
de se empleo el glicerol como crioprotector
mostraron una mayor motilidad (65.5%) que
aquellos donde se emple6 el etilenglicol
(49.0%) (p<0.001). En forma similar, se ob-
serva que los grupos tratados con fructosa
tuvieron un porcentaje de motilidad superior
a los grupos tratados con glucosa (59.3 vs
55.1%, respectivamente; p<0.05). No obs-
tante estos resultados, la interaccion fuente
energética x crioprotector no fue significati-
va (p=0.483).

En el Cuadro 2 se puede observar que
los grupos tratados con glicerol tuvieron un
porcentaje de espermatozoides vivos con
acrosoma intacto superior a los grupos en que
se empled el etilenglicol (58.2 vs 42.0%, res-
pectivamente; p<0.001). Asimismo, se pue-
de observar que los grupos tratados con
fructosa tuvieron un porcentaje de
espermatozoides vivos con acrosoma intacto
superior a los grupos tratados con glucosa
(53.8 vs 46.4%, respectivamente; p<0.05).
No obstante, y en forma similar al caso de la
motilidad progresiva, la interaccion fuente
energética x crioprotector no fue significati-
va (p=0.272).

En ambas variables evaluadas, se pue-
de observar que tanto el empleo de glicerol y
fructosa en el diluyente del semen preservan
mejor la calidad del semen por efecto del pro-
ceso de criopreservacion.

Rev Inv Vet Pert2015; 26(1): 49-56
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Cuadro 1. Porcentaje de motilidad progresiva (media + error estandar) de espermatozoides
ovinos luego del proceso de congelacion-descongelacion empleando dos fuentes
energéticas y dos crioprotectores

Fuente energética

Crioprotector Promedio
Fructosa Glucosa

Glicerol 68.3+£19 62.6 £24 65.5+1.7

Etilenglicol 50.3+£29 477 24 49.0+ 1.9°

Promedio 59.3 +3.1° 55.1+2.8°

2P Superindices diferentes dentro de filas indican diferencia estadistica (p<0.05)
¥* superindices diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica (p<0.001)

Cuadro 2. Porcentaje de espermatozoides ovinos vivos con acrosomas intactos (media +
error estandar) luego del proceso de congelacidn-descongelacion empleando dos
fuentes energéticas y dos crioprotectores

Fuente energética

Crioprotector Promedio
Fructosa Glucosa

Glicerol 62.2+t15 543 £26 58.2+1.9

Etilenglicol 455124 38517 42.0+ 1.8

Promedio 53.8 +2.8° 46.4+2.8°

2P Superindices diferentes dentro de filas indican diferencia estadistica (p<0.05)
¥* superindices diferentes dentro de columnas indican diferencia estadistica (p<0.001)

gelacién de semen ovino (Molinia et al.,
19944a; Salamon y Maxwell, 2000; Santiani,
2003; Sandoval et al., 2007). Adicionalmente,
se reportan mejores resultados en caprinos

Discusion

Los resultados del presente trabajo demos-

traron que la utilizacion de glicerol, como agen-
te crioprotector, y fructosa, como fuente ener-
gética, previenen en forma mas efectiva la
pérdida de calidad seminal durante el proce-
so de criopreservacion, en comparacion con
el etilenglicol y la glucosa, respectivamente.

La motilidad progresiva por efecto de
la congelacion/descongelacion tuvo una ma-
yor proteccién con el uso del glicerol en com-
paracion con el uso del etilenglicol, habiéndo-
se encontrado resultados similares en con-
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con el uso del glicerol (Bittencourt et al.,
2004); sin embargo, en otras especies como
humanos (Gilmore et al., 2000; Deppe et al.,
2003), equinos (Ball y Vo, 2001), bovinos
(Guthrie et al., 2002) y chinchillas
(Carrascosa et al., 2001), se han encontrado
mejores resultados al usar etilenglicol.

A diferencia de lo que ocurre en espe-
cies donde el etilenglicol es una buena alter-
nativa para la criopreservacion de semen, en
el ovino no lo es y podria deberse a una ma-
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yor permeabilidad del espermatozoide al gli-
cerol 0 a una mayor susceptibilidad de los
espermatozoides a los efectos téxicos produ-
cidos por el etilenglicol.

El semen criopreservado suele tener una
menor capacidad fecundante que el semen
fresco (Salamon y Maxwell, 2000), de alli la
importancia de evaluar la viabilidad del es-
permatozoide y la integridad del acrosoma
(Didion et al., 1989; Ruiz et al., 2007;
Sandoval et al., 2007).

La mayor proteccion conferida por la
fructosa podria estar relacionada con la alta
concentracion de esta que se observa en el
plasma seminal de ovino y su elevada capa-
cidad glicolitica (Salisbury y Lodge, 1962);
sin embargo, Molinia et al. (1994b) no en-
contraron diferencias significativas al com-
parar glucosa con fructosa en semen ovino.
Asimismo, tampoco se han reportado dife-
rencias en el uso de estos dos monosacéridos
en la criopreservacion de semen caprino
(Naing et al., 2010) y en semen de gacelas
(Garde et al., 2008). Por otro lado, se repor-
ta que la fructosa tiene un efecto ligeramen-
te superior al de la glucosa en el semen de
verraco (Chanapiwat et al., 2012).

Los mecanismos exactos de las diferen-
cias entre los aztcares en los espermatozoides
no se han revelado plenamente. Sin embar-
go, el espermatozoide utiliza la glucosa y la
fructosa a través de la glucdlisis en diferen-
tes formas, lo que resulta en diferentes tipos
de fosforilacion celular que esta estrechamen-
te relacionado con la formacion de L-lactato
extracelular (Chanapiwat et al., 2012).

CONCLUSIONES

El empleo de glicerol, como criopro-
tector y fructosa, como monosacarido en los
diluyentes de semen ovino para el proceso
de criopreservacion, previenen la disminucion
de la calidad seminal en comparacion con el
etilenglicol y la glucosa.
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