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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue comparar el uso de dos diluyentes a base de yema de huevo
(Optidyl; OP) y liposomas (OptiXcell; OX) y su efecto sobre la motilidad, viabilidad y
normalidad del semen caprino fresco y refrigerado. El estudio se llevd a cabo en la posta
caprina de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna, localizado en
el norte de México (25° N, 103° O). Se utilizaron cuatro machos adultos de la raza Alpino-
Francés, de 2 afios de edad. El semen se recolecto mediante una vagina artificial (VA), para
lo cual se utilizO una hembra en celo como estimulo para realizar la monta del macho y
colectar el semen. En el semen fresco se obtuvieron valores similares en los tres diluyentes
[motilidad (4.2+0.3), viabilidad (75.4+3.3), normalidad 85.00+3.5). Los valores de la
motilidad fueron mayores en el semen refrigerado para el OX (4.00+0.2) comparado con el
OP (3.00£0.2; P<0.05). La viabilidad se redujo después de la refrigeracion (P<0.05). La
viabilidad del semen refrigerado con el OX fue = 65% seguido por el (60% del OP (P>0.05).
En conclusién, no se encontrd diferencia entre los diluyentes a base de liposomas y los
elaborados con yema de huevo en cuanto a los parametros espermaticos, sin embargo el
diluyente a base de liposomas puede ser una alternativa mas eficiente para mejorar la

calidad seminal en semen refrigerado.

Palabras clave: Diluyentes, Liposomas, Yema de huevo, Calidad seminal,
Crioconservacion.
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1. Introduccién
La crioconservacion esperméatica es considerada una tecnologia reproductiva muy

importante con la que se conserva el material bioldgico del macho (espermatozoide) por
tiempo indeterminado, que hace eficiente el mejoramiento animal o programas de
conservacion en diferentes especies, incluyendo a los pequefios rumiantes (Jiménez-
Roldan et al., 2016). No obstante, en ocasiones la respuesta que los espermatozoides
generan a la crioconservacion es variable entre individuos de diferente especie e incluso
puede variar en la misma especies, observando que, en general, los espermatozoides que
producen los pequeiios rumiantes son extremadamente sensibles al proceso de
crioconservacion en comparacion a otras especies (Aisen et al., 2002; Kucuk et al., 2015),
una alternativa diferente seria utilizar semen liquido almacenado entre 0-4° C permitiendo
la conservacion y por ende el uso del semen por periodos mas prolongados que utilizando

semen fresco (Menchaca et al., 2005; Goericke-Pesch et al., 2012).

Debido a lo antes mencionado, se han realizado investigaciones sobre diferentes
diluyentes para poder incrementar la calidad espermatica, evitando la formacion de cristales
de hielo intracelulares los cuales son letales y para disminuir el dafio de la membrana al
momento y después de la crioconservacion (Amirat et al., 2004; Alcay et al., 2015; Arando

et al., 2017).

La yema de huevo es un constituyente comin de los diluentes de semen; los
componentes de la yema de huevo (su alto peso molecular y la fraccion de lipoproteinas de
baja densidad) proveen una excelente proteccion del semen ante el shock por frio (Salamon
y Maxwell, 2000), se ha logrado demostrar que funciona como un crioprotector no
permeable para la crioconservacion, disminuyendo, debido a que el 66% de las proteinas
gue contiene son de baja densidad, la perdida de enzimas acrosomales y previendo los

cambios degenerativos que se generan en el acrosoma al momento de ser almacenado



(Salamon y Maxwell, 2000; Amirat et al., 2004; Ansari et al., 2016; Murphy et al., 2018). Sin
embargo, la composicion de huevo de gallina es dependiente de buenas practicas de
manufactura y practicas nutricionales, ademas de que el uso de este implica que exista un
riesgo de contaminacién microbiana (Ansari et al., 2016; Belala et al., 2016), porlo que es
demasiado complicado reproducir ensayos. Debido a eso, se ha buscado poder sustituir
parcialmente o totalmente los diluyentes de semen con proteinas de origen animal, por otros
diluyentes que estan compuestos por liposomas y que no contienen proteinas de origen

animal (Valente etal., 2010; Ansari et al., 2016).

Se han desarrollado otros diluentes que no contienen proteinas de origen animal,
gue son compuestos quimicamente por liposomas (Ansari et al., 2016). Se ha demostrado
gue los liposomas tienen propiedades crioprotectoras del semen al momento del proceso
de congelacién, las cuales podrian llegar a alterar la conformacion y la permeabilidad de la
membrana plasmatica al agua por las propiedades fisicas y quimicas de los lipidos de los
gue esta compuesto (Ropke et al., 2011), este proceso de la crioconservacion es muy
favorable. A diferencia de la proteina animal de la yema de huevo estos lipidos, no son
vectores de diferentes agentes infecciosos (Kumar et al., 2015), y se utlizan
considerablemente en la crioconcervacion del semen de bovino (Ansari et al., 2016; Flesch
et al., 2017; Yang et al.,, 2018) y bufalo (Kumar et al., 2015; Swami et al., 2017). Sin
embargo, el efecto que tienen los diluyentes de semen a base de liposomas es muy poco
conocido, sobre la calidad del semen de caprino en la crioconservacion. Debido a esto, se
evalud in vitro, el impacto de un diluente en base de liposomas y los elaborados a base de
proteina de yema de huevo sobre la calidad del semen de caprino conservado mediante

refrigeracion.



2. Revisioén de literatura
2.1 Estacionalidad reproductiva

Los machos cabrios presentan variaciones con su actividad sexual. El peso testicular
es indicativo de la actividad de espermatogénesis. El peso testicular minimo se observa
durante la primavera y el peso testicular maximo durante el otofio (Restall, 1992; Walkden-
Brown et al.,, 1994). Los Machos caprinos situados en la zona norte de México con
coordenadas (26° N), en esa region también se presentan variaciones estacionales en
cuanto al peso testicular y la produccion espermatica. En los machos locales, la época de
actividad sexual es desarrollada durante los meses mayo-diciembre y la época de reposo
se lleva a cabo en los meses enero-abril (Delgadillo et al., 1999). El dltimo periodo es
caracterizado por la testosterona que secreta el macho, por el peso testicular y la
produccion espermética cualitativa y cualitativa se hallara disminuida (Delgadillo et al.,

1999; Delgadillo et al., 2001).

La estacionalidad reproductiva de los machos caprinos es resultante de la existencia
de un ritmo enddégeno reproductivo el cual es sincronizado por las variaciones anuales
fotoperiddicas (Thiery et al., 2002; Malpaux, 2006; Delgadillo et al., 2011). No obstante,
existen diversos factores externos e internos los cuales pueden llegar a modificar el ritmo
reproductivo anual como es la nutricion y las relaciones socio-sexuales cabrias (Martin et

al., 2004; Blache et al., 2008; Fatet et al., 2011).

El reposo sexual de los machos cabrios puede ocurrir entre enero-febrero a mayo-

junio (Delgadillo et al. 1999).



2.2 Anatomia del aparato reproductor del macho cabrio

Es de suma importancia conocer la anatomia y fisiologia del aparato reproductor de
los animales ya que ayuda a comprender la composiciony el funcionamiento que el 6rgano
esta destinado a llevar acabo. El aparato reproductor del macho cabrio esta constituido
anatdmicamente por Pene, Prepucio, testiculos, escroto, glandulas accesorias, conducto

deferente, uretra y epididimo (Figura 1).

2.2.1 Peney prepucio

En el macho cabrio el 6rgano copulador tiene una forma tubular en el cual tiene una
espicula delicaday muy sensible conocido como (glande), dentro de la anatomia interna es
cavernoso Y fibroelastico con una parte en forma de S el cual le permite la extension durante
la eyaculacion, las principal funcién reproductiva es depositar el semen en la vagina de la
hembra y su funcion fisiolégica del animal es permitir pasar la orina, el prepucio es una
extremidad libre del pene la cual tiene como funcién cubrirlo para protegerlo del medio

exterior (Koeslag, 1982; Vera, 1993).

2.2.2 Testiculos

Estos se encuentran suspendidos por el diverticulo del abdomen por una bolsa
llamada escroto la cual estd ubicada en la region inguinal. Estas gbénadas son las
encargadas de la produccidon de espermatozoides células encargadas de la reproduccion
del macho y sintesis de las hormonas sexuales como la testosterona. Los testiculos se
encuentran separados uno de otro por un tabique y cada testiculo cuenta con secciones
anatdmicas llamadas l6bulos y dentro de ellos se encuentran los tibulos seminiferos los
cuales son encargados de alojar a las células productoras de espermas. Cada testiculo
cuenta con un sistema individual sanguineo y nervioso, las principales partes anatomicas

son: epididimo, tubos seminiferos, conducto deferente y escroto (De la Rosa, 2011).



2.2.3 Escroto

Saco escrotal contiene los testiculos en su interior y los protege, esta formado de
piel fina cubierta de pelo y por medio de un tabique escrotal es como separa los testiculos,
asi mismo, es el encargado de regula la temperatura manteniéndola por debajo de la
temperatura corporal, participando en conjunto con el musculo cremaster externo siendo
estor muy importante para la adecuada la produccidén espermatica por el testiculo (Vera,
1993).
2.2.4 Glandulas accesorias

Se encuentran cerca unas de otras en el interior del abdomen, estan confirmadas
por: las vesiculas seminales, la préstata y las glandulas de Cowper. Tienen como funcién:
formar la mayor parte del liqguido seminal (vesiculas seminales), lubricar y limpiar la uretra
(préstata), los espermatozoides son activados, producen sustancias para amortiguar los
cambios de pH y asi ayudar al semen a ser mas resistente, aportan ciertos nutrientes al

espermatozoide (Amo Garcia etal., 1982; Vera, 1993).

2.2.5 Conducto deferente

Es un tubo tejido muscular liso, conformado por nervios, vasos sanguineos y vasos
linfaticos forman el corddn espermatico, tiene como funcidon transportar a los
espermatozoides desde la cola de epididimo hasta la uretra al momento que el animal lleve

a cabo la eyaculaciéon (Cantu, 1988; Vera, 1993).

2.2.6 Uretra
Es un tubo que funciona como conducto a la orina y del semen, esta constituido de
tres partes:

a) Pélvica: esta cubierta por el musculo uretral.



b) Bulbo de la uretra: parte que se curva en el arco isquiético.

c) Porcion peneal: Area del pene (Amo Garcia et al., 1982; Vera, 1993).

2.2.7 Epididimo

Porcion complementaria testicular la cual se localiza cerca del tabique escrotal, es
un tubo largo y enrollado que se divide en tres partes: cabeza, cuerpo y cola, la funcion de
este consiste en concentrar, madurar, transportar y almacenar los espermatozoides (De la

Rosa, 2011; Vera, 1993).

.Recto

Préstata
Gldndula vesicular_§

Ampolla del conducto
deterente

Gléndula
“ bulbo-uretral

~Musculo retractor
del pene

“Flexura sigmoidea

L Testiculo
/~ Prepucio

Apéndice filiforme Cuerpo del epididimo

Cabeza del epididimo \ L Escroto
Cola del epididimo~

Figura 1 Anatomia del aparato reproductor del macho (Tomado de Salamon’s Artificial

Insemination of sheep and goats, Evans, G and Maxwell, WMC. Butterworth & Co.)



2.3 Endocrinologia del macho cabrio

Fisiolégicamente la endocrinologia esta influenciada por diversos cambios debido a
la secrecibn de hormonas hipotalamicas como lo es la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), hormonas adenohipoéfisarias; como la hormona Luteinizante (LH)
y la hormona Foliculo estimulante (FSH) y hormonas que se secretan en los testiculo como
los androgenos e inhibina (Roser, 2001). La GnRH se secreta en el hipotalamo dentro del
sistema porta-hipofisario asi alcanzando la hipofisis anterior la cual provoca la secrecion
pulsatil de LH y FSH (Amann y Schanbacher, 1983). La LH se encarga de estimular la
secrecion de Testosterona (T) con las células intersticiales (de Leydig). La secrecionde LH
se controla por la interaccién entre la GnRH vy testosterona (Figura 2). El aumento de los
niveles séricos de Testosterona proporciona una retroalimentacion negativa en el
hipotalamo y elimina la secrecion pulsatil de GnRH vy por lo tanto la secrecion de LH de la
hipofisis anterior provoca una disminucion en la concentracion de Testosterona (Amann y
Schanbacher, 1983). La FSH se encarga de estimular la divisién celular que se lleva a cabo
en el epitelio germinal, principalmente en los animal inexpertos (pre-puberales), tambien el
metabolismo de los andrégenos y de la proteina ligadora de androgenos (ABP) (Pineda y

Dooley, 2003).
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Hipofisis
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Figura 2. Endocrinologia de la espermatogénesis (De Amann y Schanbacher, 1983).

2.4 Espermatogeénesis

El macho produce espermatozoides mediante un proceso de division celular y
diferenciacion conocido como espermatogénesis. Los tubulos seminiferos de los testiculos
junto a las células de Sertoli son los encargados de realizar este proceso (Ross y Pawlina,
2007). Se conoce que la espermatogénesis consta de dos fases, la espermatocitogenesis
la cual es representada por la fase proliferativa donde las espermatogonias se separan
debido al proceso mitético y es seguida por division meiotica dando origen a las células

haploides (espermatidas) y la espermatogénesis es la fase donde se lleva a cabo la



diferenciacion, la forma del espermatozoide es generada por la transformacion del nicleo

y el citoplasma de las espermicidas (Pineda y Dooley et al., 2003).

El comienzo de la espermatocitogenesis es en base a la divisibn mitética de las
espermatogonias, tipo A, intermediarias (solo existen en roedores) y tipo B (O"donnell et
al., 2006). Las numerosas divisiones mitdticas que las espermatogonias experimentan
generan células germinales de reserva, mientras las otras se encuentran transformandose
en espermatogonias intermedias y posteriormente en tipo B, estas se encuentran
disponibles para formaciéon de espermatozoides (Pineda y Dooley et al., 2003). Por ultimo
se lleva a cabo la division para la formacién de los espermatocitos primarios que a su vez
mediante un proceso meidtico dan origen a los espermatocitos secundarios y como
resultado final se forman las espermatides (Amann y Schanbacher, 1983; Figura 3). La
espermatocitogenesis concluye al formar las espermatides y da inicio a las

espermiogenesis.

Espermiogénesis (espermioteliosis) se origina en los tlbulos seminiferos y termina
en el epididimo (Pineda y Dooley et al., 2003). Durante la fase existe una la formacion de
dos estructuras sumamente importantes para la funcionalidad del espermatozoide, el

flagelo y el acrosoma (O"donell et al., 2006).

Una vez finalizado el proceso de la meiosis, las espermatides tienen una forma
redonda por lo tanto experimentan una serie de cambios morfolégicos que lo conduzcan
hasta obtener la forma que caracteriza al espermatozoide. Al momento de la elongacion de
las espermatidas, la cromatina se comienza a condensar y en el aparato de Golgi se
empieza a sintetizar el contenido del acrosoma, cuyas vesiculas una vez fusionadas
formaran el acrosoma (O'Donnell et al., 2011). En esta fase también se lleva a cabo la

formacién del flagelo, existiendo una concentracion de mas de 100 mitocondrias en la pieza
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media, siendo las responsables del funcionamiento aerdbico del espermatozoide (Gadella
y Luna, 2014). La mayor parte del citosol junto con los organelos de la espermatida (aparato
de Golgi, reticulo endoplasmico, lisosomas, peroxisomas y ribosomas) se remueve y con
eso adquieren la forma que caracteriza al espermatozoide. Una vez completada la
metamorfosis de la espermatida, se libera en el lumen del tibulo seminifero, se le conoce
como espermiacion a este proceso y a su vez determina el la cantidad de espermatozoides

que alojan en el epididimo y el numero de células que contiene el eyaculado (Neto et al.,

2016;).
Espermatogonia A ® Mitosis
16 dias
®
2. Espermatogonia B O)
' Espermatocito Meiosis|
" Espermatocitoll N\ Meiosis I IS
horas =
PEOSOSO=0e
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020,00,/  Transormacion o
e 24 dias -2
\?o .‘2
.2 e
£ joie) o
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T
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Figura 3 Esquematizaciéon de la espermatogénesis
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2.5 Caracteristicas seminales

2.5.1 Estructura espermatica

La célula germinal en el macho es el espermatozoide, altamente especializado para
cumplir una funcion biolégica compleja, la cual es fecundar la célula germinal de la hembra
(ovulo). Esuna célula haploide, como producto final del proceso de la gametogénesis en el
macho (espermatogénesis), en la que se encuentra la informacion genética paterna (Evans

y Maxwell, 1990; Hidalgo, 2004; Blanco y Garcia, 2004).

Segun los estudios de Graham (1996) dice que las propiedades que deben de poseer
los espermatozoides de un eyaculado fecundante son: morfologia normal, motilidad
progresiva, metabolismo energético activo, capacidad para desarrollar una motilidad
hiperactiva, funcionalidad de la membrana, integridad de las enzimas asociadas con la
fecundacion, capacidad de penetracion.

La morfologia del espermatozoide se divide en tres partes: la cabeza, donde contiene
los cromosomas responsables de aportar la informacion genética X o Y, la pieza de
conexiéon o cuello y la cola es el 6rgano que le da motilidad al espermatozoide (Evans y

Maxwell, 1990).

La estructura espermatica casi es general ya que es muy similar en la mayoria de
las especies animales; sin embargo, la morfologia externa es especifica por especie. En
cerdos y caballos a longitud del espermatozoide va desde 60 um (micras) y en rumiantes
hasta 75 ym (micras) (Blanco y Garcia, 2004; Wrobel y Bergmann, 2006; Reece, 2010).
Especialmente, el espermatozoide del macho cabrio tiene una longitud de 60 um (micras),
en el cual su cabeza mide de 8 a 10 um de largo, 4 um de ancho y 1 um de grosor (Evans

y Maxwell, 1990).
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En el espermatozoide la cabeza es la responsable que exista una variedad en su
forma segun la especie, en el macho cabrio, el toro, el cerdo y el caballo es plana y ovoide;
lo cual en el humano es aplastada y elipsoide; a diferencia que el de la rata es falciforme

(Bonet et al., 2000, Blanco y Garcia, 2004; Hidalgo, 2004; Wrobel y Bergmann, 2006).

2.5.2 Plasma seminal

Muifio-Blanco et al. (2008) hace mencion en su estudio que el plasma seminal de los
mamiferos es una secrecién donde participan multiples glandulas del aparato reproductor
masculino, las cuales juegan un papel de suma importancia en el proceso de maduracion

de los espermatozoides.

Evans y Maxwell (1990); Reece (2010) sefialan en sus estudios que el plasma
seminal es un liquido neutro e isotonico, compuesto casi en su totalidad por agua (75%),
también cuenta con sustancias organicas (fructosa, sorbitol, inositol, &cido citrico,
glicerilfosforilcolina, fosfolipidos, prostaglandinas y proteinas) y sustancias inorganicos
(sodio, potasio y cloro) que actian como protectores y le brindan nutrientes a los

espermatozoides.

En la investigacion de Evans y Maxwell (1990) mencionan que los componentes
organicos poseen un papel muy importante para el mantenimiento de la presion osmotica
del semen, mas que los iones inorganicos, aunque se encuentren cantidades notables de
estos dltimos en el plasma seminal. Los componentes organicos son esenciales para el

mantenimiento del metabolismo espermatico y el pH, siendo que las proteinas son los
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constituyentes mas importantes de la funcion de los espermatozoides en los mamiferos

(Muifio-Blanco et al., 2008).

Rodriguez (2003) menciona que la mayoria de las proteinas del plasma seminal son
producto de la secrecion de la vesicula seminal, una glandula reproductiva accesoria que
tienen los mamiferos machos. Una variedad de estas proteinas del plasma seminal son
relativamente especfficas para la regulacion de la funcién esperméatica y fertilidad. Se
conoce una familia de proteinas designadas BSP-Al, BSP-A2, A3 y BSP-BSP-30kDa,
conocidas como BSP (proteinas del plasma seminal de bovino) las cuales constituyen la
mayor fraccion proteica en el plasma seminal del bovino. Las proteinas homdlogas propias
del macho cabrio son la GSP-14, GSP-15, GSP-20 y GSP-22 kDa (proteinas del plasma

seminal de caprino) (Villemure etal., 2003).

El plasma seminal regularmente es de un color blanco pero en el macho cabrio
puede variar y el cual puede ser de color amarillento debido al contenido de riboflavina

originada en las glandulas vesiculares (Evans y Maxwell 1990; Hafez y Hafez 2002).

2.6 Evaluacién espermética

Evans y Maxwell (1990) mencionan que la primera valoracion que se debe llevar
acabo del semen, es correspondiente a la valoracion macroscoépica, donde se determina
cuidadosamente el volumen, el color, olor, viscosidad y densidad. Congregado a esto Bonet
et al., (2006); Cebrian et al., (2010) sefialan que una vez culminada la valoracion
macroscopica, se prosigue a evaluar las caracteristicas microscopicas que comprenden la

concentracion, motilidad, morfologia e integridad de membrana vy tolerancia osmatica.
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2.7 Apariencia y volumen

El color del semen del macho cabrio puede ser blanco grisaceo o amarillento, con
variaciones de un eyaculado a otro, aun siendo el mismo semental. El volumen promedio
de un eyaculado es de 1.2 ml. Sin embargo, este puede ser variable dependiendo de la
edad, condicién del corporal y método de recoleccién. La concentracion espermética en el
macho cabrio va desde de 3.5 a 6 millones de espermatozoides por mililitro y la consistencia
puede variar desde clara-acuosa hasta cremosa espesa, esto va a depender de la relacion
de contenido entre sus dos constituyentes, espermatozoides y plasma seminal (Evans y

Maxwell, 1990; Arrebola, 2012).

2.9 Motilidad espermaética

Bonet et al. (2006); Furstoss et al. (2010); Sancho y Vilagran (2013) sefiala en sus
estudios que un hecho caracteristico del espermatozoide es su motilidad, la determinacion
puede proporcionar un medio relevantemente facil como para notar la calidad de semen.

Es el parAmetro que mas se utiliza al igual que la concentracién espermatica.

La motilidad espermatica es caracteriza por breves impulsos de progresion, que a su
vez son determinados por el movimiento de latigo de la cola y se combinan con un cambio
de direccion de derecha a izquierda llevado a cabo por un movimiento simple de rotacién

de la cabeza en torno a su eje longitudinal (Salisbury y Vandemark 1964).

Segun la investigacion realizada por el Instituto Nacional de Capacitacion del Sector
Agropecuario (1983) menciona que se aprecia el movimiento mediante la observacion
directa en el microscopio de una gota de semen, la energia estd marcada por el movimiento

individual espermatico y de la concentracion. Si el nimero de células que se encuentran en
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movimiento es alto hay una buena concentracion, las células produciran un movimiento al
cual se le conoce como olas. Este movimiento en masa se clasifica de la siguiente:
Muy bueno= ondas oscuras con un rapido movimiento.
Bueno= ondas aparentes con movimientos moderados.
Regular= movimiento poco perceptibles.
Malo= no forma ondas, células espermaticas moviles.
Muy malo= no existen células mdviles.
2.10 Concentraciéon espermética

La concentracion espermatica se define como la cantidad de espermatozoides por
cada unidad de volumen (expresada en millones por ml) del eyaculado.
La concentracion espermatica es una de las valoraciones mas importantes, debido a que la
tasa de dilucion es dependiente de ella y por ende la cantidad de dosis por eyaculado (Bonet
et al.2006; Cebrian et al.2010). La fertilidad incrementa a medida que aumenta la
concentracion de espermatozoides por dosis, a partir de un determinado nivel ya no existe
una mejor fertilidad (Bonet et al. 2006). En base a lo antes mencionado se han realizado
varias investigaciones para determinar que concentracion es la adecuada para llevar a cabo
la inseminacién artificial, esta concentraciéon va desde 200 x 10%/mL hasta 400 x 108/ml.

Segun (Salamon y Maxwell, 1995; Leboeuf et al. 2000; Cseh et al. 2012; Faigl et al. 2012).

Existe una gran variedad de formas con las que se puede realizar este calculo, las
mas utilizadas son las camaras de recuento celular (Burker, Thoma y Makler) y las de menor
medida son los contadores celulares electronicos al igual que los programas informaticos

de andlisis seminal (Bonet et al. 2006; Cebrian et al. 2010; Sancho y Vilagran 2013).
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2.11 Morfologia espermatica

El estudio que se realiza para la morfologia espermatica también es una prueba
importante para la evaluacion rutinaria del semen. Se demostr6 que es un indicador
importante de la disminucion de la fertilidad en humanos y gran parte de las especies

animales (Gunalp et al., 2001).

Las anomalias que se generan en la cabeza del espermatozoide se asocia con la
disminucion de la capacidad que tiene para unirse al ovulo y con la perdida embrionaria
temprana, reduccion de la fertilidad y calidad de los embriones (Hidalgo et al. 2002; Hidalgo
et al. 2007; Maroto-Morales et al. 2010; Yaniz et al. 2012).

La morfologia espermética ademés de dar una referencia sobre el porcentaje de fertilidad
del eyaculado, también permite la posibilidad de detectar alteraciones en la
espermatogeénesis y la maduracion en el epididimo (Bonet et al. 2006; Petrunkina y Harrison

2011).

Bonet et al. (2006); De la paz et al. (2011) plasmaron en sus investigaciones que la

morfologia espermatica se puede evaluar de dos distintas maneras:

1) Por proporcion relativa de las células, usando una categoria morfolégica
predeterminado mediante la observacion en microscopio Optica y evaluando el
impacto de las formas anormales en la capacidad fecundante de la muestra de
semen.

2) calculo morfométrico de los parametros espermaticos basicos (cabeza, acrosoma,
pieza intermedia), con sistemas informatizados y por definicion de biotipos celulares
basicos empleando técnicas estadisticas que permitan diagnosticar el potencial

fecundante de las muestras observadas.
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Los eyaculados de machos cabrios son considerados normales cuando el porcentaje
de las formas anormales es menor al 15%. Las variaciones que se dan en la morfologia
espermatica son presentadas debido al estrés, factor individual, temperatura y estacion del
afio, las anormalidades mas frecuentes que se pueden llegar a encontrar en los
espermatozoides con la ausencia de cola, cabeza grande, rotura del cuello, cola reducida,

cabeza pequefia, cabeza adelgazada y acrosoma anormal (Evans y Maxwell 1990).

2.12 Dilucién de semen

El objetivo de la dilucién del eyaculado es aumentar el volumen y mantener una
concentracién espermatica oportuna para darle servicio a un mayor nimero de hembras
posibles. El titulo de la dilucion necesita del volumen de inseminacion (va a depender del
tipo de inseminacion como: vaginal, cervical, intrauterina) y con la concentracién de los
espermatozoides moviles con la que se va a inseminar, la cantidad de espermatozoides
moviles se encuentra correlacionado con la fertilidad (Evans y Maxwell 1990; Ritar et al.

1990).

Existe una gran variacion con la dilucién aconsejada en semen caprino, ya que los
mejores resultados se logran con titulos de dilucién 1:10 y no con titulos de diluciones de

1:1 (Memmon y Ott 1981; Ritar et al. 1993).

Las diluciones que son superiores a 1:1 son la principal causa del disminucion de la
fertilidad. Por consiguiente, teniendo en cuenta lo antes citado, no se recomienda el uso de
diluciones superiores a 1:5 para los eyaculados que tienen como fin elaborar dosis

seminales para los programas de inseminacion artificial (Salamon y Ritar 1982; Park 1989).



18

2.13 Refrigeracion de semen caprino

El semen de los pequefios rumiantes puede mantenerse en un estado liquido a baja
temperatura, las cuales pueden ser entre los 10 °C a 15°C o biena 5 °C (0-5°C). En forma
prioritaria se debe prolongar su capacidad fecundante al reducir la motilidad y el
metabolismo de forma reversible (Fiser y Fairfull 1986; Mara et al. 2007; Cebrian et al.
2010).

Cebrian et al. (2010); Ashrafi et al. (2011) enfatizan en sus trabajos de investigacién
gue cuando se haya diluido el semen a la concentracion requerida, se necesita llevar a una
temperatura de 15°C o 5°C siguiendo la curva de enfriamiento de -0.2°C a -0.3°C/minuto.
Este proceso suele elaborarse mediante un bafio termostatizado programado, en caso de
no disponer de él, la refrigeracién hasta 5°C puede hacerse colocando las muestras en un
frigorifico 0 en un recipiente con hielo. Una vez que se alcanza la temperatura final, se
envasa en pajuelas y se mantiene a esa temperatura hasta su uso, que se recomienda no

pase de las seis horas.

2.14 Congelacion de semen caprino

El procedimiento de congelacion de semen se lleva a cabo en dos etapas, la de
enfriamiento y la de congelacién. Un punto importante que se debe de considerar antes de
iniciar este procedimiento de congelacién, es el método de adicionar un crioprotector
penetrante, y puede realizarse en uno o dos pasos. Se puede afadir directamente el glicerol
en el diluyente en una Unica etapa (un solo paso) de igual manera se puede agregar en una
porcion dividida del diluyente, en el momento que la muestra diluida haya alcanzado los

5°C (dos pasos) (Salamon y Maxwell 1995; Anel et al. 2003; Cebrian et al. 2010).
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La etapa de enfriamiento es la duracion en la que se lleva a cabo la adaptacion de
los espermatozoides a un metabolismo disminuido. Una vez que el semen sea diluido se
enfria hasta los 5°C, a una velocidad de unos -0.2°C a -0.4°C/minuto. Ya que el semen
diluido haya alcanzado los 5°C, se recomienda mantenerlo a esta temperatura durante un
periodo de 1 hora y media a 2 horas, este proceso es conocido como equilibrado. Los
espermatozoides permanecen en contacto con el glicerol durante este periodo antes de la
congelacion, logrando que el glicerol ingrese dentro de las células esperméaticas y asi se
pueda establecer un equilibrio entre la concentracion intracelular y extracelular, no
especificamente de glicerol, sino también de todos los componentes osméticamente activos
(Evans y Mawell 1990; Salamon y Maxwell 1995; Salamon y Maxwell 2000; Cebrian et al.

2010).

La congelacion se debe realizar a vapores de nitrégeno liquido, ya sea de forma
manual o mecanizada (Cebrian et al. 2010). La velocidad a la que se congela el semen es
regulada por la distancia que hay de las pajuelas a nivel del nitrdgeno liquido (10°C a
100°C/minuto). Las pajuelas son expuestas a los vapores de nitrégeno liquido (-80 a -
100°C) con una duracion de 10 a 20 minutos y posteriormente son depositados
directamente en el nitrdgeno liquido (-196°C) (Dorado et al. 2009; Balcazar y Porras. 2008).
Se debe tener en cuenta en base a la velocidad de congelacién, que si la velocidad es
excesivamente rapida, existe la formacion de cristales de hielo intracelular, los que
provocan serias lesiones e incluso la ruptura de la membrana plasmatica. Y si ocurre lo
contrario, que la velocidad sea excesivamente lenta, hay formacion de cristales de hielo
pero estos comienzan en el exterior de la célula, lo cual produce una salida de agua desde
interior de la célula, para intentar compensar el aumento de la osmolaridad en el medio

extracelular por ende la célula se deshidrata. La velocidad considerada optima en
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congelacion, varia por cada especie y donde envase, la velocidad es entre -10°C y -
80°C/minuto (Cebrian etal. 2010).
2.15 Descongelamiento de semen

El proceso de descongelacién es un punto critico, ya que es de suma importancia al
igual que el proceso de congelacion para la supervivencia espermatica. Junto a los dafios
gue se ocasionan durante la congelacion, los espermatozoides pueden deteriorarse si no
se realiza de manera apropiada el proceso de descongelacién. La regla que se toma en
cuenta es, entre mas rapido sea el congelamiento del semen, se debe descongelar mas
rapido, esto tiene el fin de lograr mas rapida la recuperacion de los espermatozoides.
Siendo asi el semen de los machos cabrios congelado, se tiene que descongelar a una
temperatura de 37°C. Dichas muestras se pueden descongelar a velocidad rapida o lenta.
Si las temperaturas son elevadas (60-70°C) el ritmo de descongelacion se incrementa. Y
debido al descongelado rapido las células permanecen menor tiempo en contacto con los
solutos y el crioprotector, por ende, la recuperacion del equilibrio intracelular y extracelular
se lleva acabo mas rapido. Pero al utilizar altas temperaturas por tiempos cortos, existe el
riesgo de una exposicidén a temperaturas sobre el nivel critico, pueden ser mortales para las
estas células. Lo que se realiza con mayor frecuencia es descongelar el semen por
inmersion a bafio de agua atemperada a 35°C-37°C por un periodo de 30 segundos o
incluso a temperaturas de 50°C por un periodo de 9 segundos. (Evans y Maxwell 1990;

Cebrian et al. 2010).

2.16 Vagina artificial

La elaboracion de una vagina artificial consta de un tubo cilindrico de plastico rigido

y resistente, con las siguientes medidas: siete centimetros de didmetro y 35 a 40
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centimetros de largo, cubierto internamente por una manga de goma las cuales se dobla
sobre cada extremo del cilindro para formar una camara que contendra agua caliente con
una temperatura de 45 a 46 © C y aire, tiene como fin asemejar el estimulo adecuado en

cuanto a temperatura y presion, para lograr la eyaculacién del animal (Morillo et al., 2012).

Para que el macho realice la monta se utiliza un maniqui o puede utilizarse una
hembra. Antes y después de la colecta de semen se deben de considerar dos aspectos
importantes: el estimulo del semental y la higiene (Rangel., 2007).

Siguiendo con la recoleccion del eyaculado del macho cabrio junto con la vagina
artificial, previamente preparada, un operador diestro se debe colocar del lado derecho del
macho, al momento que el animal intente de monta, se tiene que desviar el pene
sosteniendo el prepucio con la mano izquierda con direccion al lado derecho, Con la mano
derecha se sostiene la vagina artificial, se coloca en el extremo que se lubrico por delante
del pene, y como resultado del estimulo (presiony temperatura) que asemeja la vagina de
la hembra en celo, el macho cabrio penetra la vagina, llevando a cabo el golpe de lomo

(Morillo et al., 2012).



22

3. Objetivo

Evaluar In vitro, el impacto de un diluente en base de liposomas y uno elaborado a base de
proteina de yema de huevo sobre la calidad del seminal de machos cabrios, conservado

mediante refrigeracion.

4. Hipotesis
La calidad seminal crioconservada de los machos cabrios sera mejor utilizando diluyentes
a base de liposoamas en comparacion con el de proteina a base de yema de huevo en el

semen refrigerado.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Localizacion del experimento

El presente estudio se llevd a cabo durante la época natural reproductiva de los
machos cabrios (Primavera-invierno) en el norte de México en la posta caprina de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna en torre6n, Coahuila, en un
sistema de produccidn intensivo de caprinos en las cordenadas (25° N, 103°0). Una region
Subtropical con un clima semidesertico, con una precipitacion pluvial promedio anual de
203 mm y una temperatura que oscila entre 6° C y 37° C (en invierno y verano,

respectivamente).

5.2 Manejo de los animales

Se utilizaron cuatro machos caprinos multirraciales de la raza Alpino-Francés de dos
afios de edad con fertilidad probada mediante monta natural. Los machos cabrios fueron
alimentados dos veces al dia (10:00 y 18:00 hrs) con el sobrante de ganado lechero (17%
PCy 1.5 EM), se les administraron sales minerales y agua a libre acceso, se les dio un

periodo de adaptacion durante 3 semanas previas al periodo de estudio.

5.3 Recoleccién y procesamiento del semen
La recoleccion del semen de los cuatro machos cabrios se realizé una vez por la
mafiana (08:00 hrs) en un intervalo de 7 dias con una vagina artificial atemperada a 37° C,

asi mismo se utilizé una hembra en celo, como estimulo para realizar la colecta del semen.

Al término de cada extraccion, el semen se coloc6 a bafio maria a una temperatura
de 37° C e inmediatamente se evalud, la concentracion, la motilidad masal y la viabilidad.

la concentracion se determind a través del andlisis fotométrico (Spermacue®, 12300/0500
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Minitub, Landshut, Germany) utilizando semen sin diluir y expresado en 10° células; la
motilidad masal se calcul6 utilizando una escala arbitraria de 1 a 5 (1=25% a 5=100% de
espermatozoides motiles), con el que se necesito el uso de un portaobjetos precalentado a
37° C y un microscopio en el objetivo X400; la viabilidad de los espermatozoides fue
determinada utilizando eosina- nigrosina, una técnica estandarizada descrita por Kafi et al.
(2004). Solo los eyaculados con una concentracion 22.5x10° ml, motilidad masal = 3.0
(escala 0-5) y viabilidad =285% fueron los que se consideraron en el experimento. Las

mediciones que fueron realizadas en el experimento las elaboro una sola persona.

5.4 Diluentes y proceso de crioconservacion

En el proceso de crioconservacion se utilizaron 2 diluyentes los cuales se componen

de la siguiente manera:

Diluyente OP (Optidyl®, producto comercial; CRYO-VET, Francia), que difiere con el
diluyente CY por el remplazo de lipoproteina de baja densidad por un 20% de yema de

huevo.

Diluyente OX (OptiXcell®, producto comercial; IMV-Tecnhologies, Francia), sin proteinas de

yema de huevo con liposomas.

Las muestras de semen fueron sometidas a dos procesos para ser evaluadas:
Enfriado de 37 °C a 4 °C, durante 2 horas (semen refrigerado, SR), y semen congelado
(SC), para lo cual, con las muestras mantenidas en bafio Maria se llenaron pajillas de 0.25
ml y se colocaron a 4 cm de nitrdgeno liquido (vapores) por 10 min; al pasar este tiempo,

se sumergieron en el nitrégeno y se guardaron hasta su analisis (Jerez et al., 2016).

En cada uno de los diferentes estados de conservacion (SR y SC) el semen se analizo

para evaluar la motilidad, el porcentaje de viabilidad. En el caso del SC, la pajilla fue
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descongelada siendo sumergida en agua atemperada a (37° C) durante un lapso de tiempo

de 26 s.

5.5 Analisis estadistico

Los datos recopilados se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA)
usando el procedimiento Modelo Lineal General (GLM). Las medias obtenidas de los
parametros seminales fueron comparadas usando una prueba de t. EI ANOVA de las
medidas repetidas fue realizado comparando los resultados a los diferentes diluentes, los
estados del proceso de crioconservacion y la interaccién de estos. Todos los datos fueron
analizados utilizando el paquete estadistico SAS (SAS Institute Inc. Cary. NC. USA, V9.1).

Las diferencias fueron consideradas significativas a un valor de P<0.05.
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6. Resultados

Los resultados obtenidos de los dos parametros de calidad espermatica que se
evaluados en semen de machos cabrios diluido con Optidyl (OP), o OptiXcell (OX) y
posteriormente evaluado en fresco (SF)y después de ser refrigerado durante 2 horas (SR)

son resumidos en el cuadro 1.

Al ser analizados los efectos de los diferentes diluyentes utilizados sin importar las
condiciones del semen, no se notaron diferencias significativas para el semen fresco en
cada una de las variables evaluadas (P>0.05). En el semen fresco se obtuvieron valores
similares independientemente del diluente agregado en cada una de las variables
evaluadas [motilidad (4.2+0.3), viabilidad (75.44+3.3) y normalidad (85.00£3.5). La
motilidad espermatica disminuyd progresivamente después del proceso de refrigeracion y
congelacion (P<0.05). Los valores de la motilidad fueron mayores en el semen refrigerado
cuando fue diluido con OX y OP (4.00£0.2; P>0.05), en comparacion con el diluente OP
gue presentd menor movimiento celular (3.00+0.3; P<0.05).

Cuadro 1. MediastEEM de motilidad (en escala de 1-5), viabilidad (%), normalidad (%), de

semen de macho cabrios diluido con Optidyl citrato de yema de huevo (OP), o OptiXcell
(OX) y posteriormente evaluado en fresco (SF), después de ser refrigerado durante 2 horas
(SR).

Fresco Refrigerado por 2 h
OoP OX OoP OX
Motilidad (1-5) 4.0+0.32 4.3+0.228 3.0+0.3P 4.0+0.32
Viabilidad (%) 78.3+3.92 74.5+3.43 63.3+3.40¢C 66.7+3.45¢
Normalidad (%) 85.5+2.82 85.5+2.82 87.0+3.22 84.7+2.82

a,b,c, d= Literales diferentes indican diferencia (P<0.05) entre los diluentes utilizados (OP, OX) y los estados
de conservacién del semen (SFy SR).
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El porcentaje de espermatozoides vivos se redujo después del proceso de
refrigeracion (P<0.05). La viabilidad del semen refrigerado y diluido con OX fue superior a
65% seguido por los diluentes OP (63.25+4.07, P>0.05), sin embargo, solo se mostraron
diferencias significativas (P<0.05) con el semen diluido con OP (52.75+2.89) que obtuvo un

menor porcentaje de células vivas.
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7. Discusion

Los resultados del presente estudio mostraron no hubo un efecto de los diluyentes a
base yema de huevo o liposoma en la motilidad, viabilidad y normatividad del semen de
caprinos después refrigerado. Lo anterior, puede ser una alternativa para la
cirioconservaion del semen, sin embargo, en otras especies como los equinos y venados,
se ha reportado que el semen después de ser congelado, la motilidad seminal es mayor
cuando este se ha diluido con diluyente en base a yema de huevo que con liposomas (Pillet
et al., 2012; Stewart et al., 2016). Sin embargo, nuestros resultados concuerda con lo
reportado, por Fleisch et al. (2016) quienes mencionan que en semen de toros huevo o
liposomas, lo cual concuerda con nuestros resultados. Lo anterior, también esta de acuerdo
con Forouzanfar et al. (2010), quienes no encontraron diferencias en la motilidad y viabilidad
espermatica en semen de ovino crioconservado con diluyentes a base de yema de huevo
y liposomas. Ademas, Stewart et al. (2016) demostraron que los diluyentes a base de
liposomas en semen de venado cola blanca son efectivo para la crioconservacién del
semen, pero son superiores a diluyentes abase de yema de huevo. Una posible explicacion
a estas diferencias observadas en la motilidad espermatica entre especies en los diferentes
estudios, puede ser debido a la diferente composicion de los diluentes en base a yema de
huevo y liposomas, y a la diferencia entre especies, especialmente cuando se considera la
composicion lipidica de la membrana plasmatica (Kumar et al.,, 2015). En un trabajo
realizado en semen de bufalo, mencionan que los diluyentes a base de liposomas son mas
eficientes comparado con los diluyentes a base de yema de huevo, los cuales pueden ser
usados como cripoprotectores, estos resultados, concuerdan a lo reportado por Ansari et
al. (2016), quienes indican que los diluyentes liposomales a base de lipidos de grano de
soya son eficientes para remplazar los diluentes elaborados a base a yema de huevo para

congelar semen de bovino (Ansari et al., 2016). Esto debido a que se conoce que los
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diluyentes liposomales son libres de proteinas de origen animal lo cual mejora la fertilidad
sobre todo en ovicaprinos (Murphy et al, 2018). Las propiedades protectoras de los
liposomas son atribuidas a los lipidos y colesterol que se transfiere entre la membranas
liposomal y celular (Ansari et al., 2016), de tal manera, el efecto crioprotector de los
liposomas depende de su tamafio, y el éxito relativo de cada método dependera de la
sensibilidad de cada célula al dafio por el proceso (Garret et al.,, 1999; Ropke et al., 2011).
Al respecto, bajo nuestras condiciones experimentales la sobrevivencia espermética se
mantuvo mayor en el semen refrigerado y diluido a base de liposomas en comparacion con
el semen diluido a base de yema de huevo. En efecto, se ha relacionado que en el semen
de caprinos y ovinos las enzimas bulbouretrales reaccionan con la yema de huevo
causando una hidrolisis sobre la lecitina y triglicéridos presentes en la yema de huevo lo

cual causa una alta toxicidad del semen (Menchaca et al., 2014).

Por otra parte, después de pasar el proceso de enfriamiento no se mostraron
diferencias entre los diluentes utilizados en nuestro estudio, es probable que lo anterior, se
deba que los crioprotectores utilizados en este estudio aumentaron la resistencia del

esperma al shock del frio en ambos tratamientos (Osuagwuh y Palomo, 2017).

Finalmente, en cuanto a la motilidad espermatica el diluyente OP mostré una menor
motilidad comparado con el OX. Esto resultados son similares a lo reportado por Thagilou
et al. (2017) quienes reportaron el porcentaje medio de motilidad y viabilidad espermatica
de semen ovino diluido con yema de huevo y adicionado con &cidos grasos poliinsaturados
y refrigerado por 3 h fue significativamente menor (35,6 + 1,8%) comprado con el grupo
control (43.1 £ 1.8%). Lo anterior, se puede atribuir a que el OP diferencia de los elaborados
a bse de yema de huevo no cuenta con citrato de sodio, aun cuando los dos son base de
yema de huevo, se conoce que esta Ultimo ayuda a disminuir la presencia de altos niveles

de &cidos grasos polinsaturados en la membrana espermatica que hacen que el esperma



30

se mas mas susceptible ala peroxidacion, aunado a una accion dispersante de los glébulos

grasos de la yema de huevo (Cerolini etal., 2001).

En conjunto, los resultados aqui mostrados y los datos de la literatura muestran que
el nivel de proteccion de un diluente depende fuertemente de varios factores y del
procesamiento del semen (Fleisch et al., 2017). En el caso particular los diluyentes con
liposomas pueden proteger la membrana plasmatica a través de vesiculas artificiales
compuestas por una o0 varias capas bioldgicas de lipidos concéntricos, que tienen la

capacidad de encapsular moléculas (Pillet et al., 2012; Belala et al., 2016).
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7. Conclusiones
Los resultados del estudio han demostrado que al emplear los diluyentes a base de
liposomas son mas eficaces para la proteccion del semen refrigerado de machos cabrios

en comparacion a los diluyentes a base de yema de huevo.
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