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RESUMEN
Efecto de la remocion del plasma seminal sobre la viabilidad del semen caprino
criopreservado con un diluyente a base de liposomas
Fortunato Nava Joachin
Para obtener el grado de Maestro en Ciencias en Produccién Agropecuaria,
Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro.
Fernando Arellano Rodriguez
Director de tesis

El objetivo evaluar el efecto de la remocion del plasma seminal sobre la viabilidad,
motilidad y funcionalidad de los espermatozoides caprinos criopreservados,
utilizando un diluyente a base de liposomas y otro en yema de huevo. Se
utilizaron 4 machos cabrios adultos de la raza Alpino-francés. El semen se
recolecto atreves vagina artificial. Cada eyaculado se dividié en cuatro fracciones
iguales, una de las cuales contenia plasma seminal (SP+) y otra a la que se le
removié el plasma seminal (SP-). Una vez removido el plasma seminal el semen
con y sin plasma seminal se diluyeron con un diluyente a base de liposomas
(Optixcell®) o a base de yema de huevo (Optidyl®) formando cuatro tratamientos
experimentales con una concentracion de 100x10°® espermatozoides/mL: 1)
SP+/OX (Con plasma seminal mas diluyente Optixcell®), 2) SP-/OX (Sin plasma
seminal mas diluyente Optixcell®), 3) SP+/OP (Con plasma seminal mas diluyente
Optidyl®) y 4) SP-/OP (Sin plasma seminal mas diluyente Optidyl®). Se realiz6 un
protocolo de criopreservacion, las evaluaciones se realizaron macro y
microscopicamente también a través del Sistema CASA (Androvision, Minitube,
Alemania). Los resultados se muestran una diferencia significativa en la viabilidad
del semen entre tratamientos (P=0.0027) y el proceso de congelamiento
(P=0.0001). En el semen fresco (SF) la viabilidad fue mayor en el SP+/OX que
en el diluido con SP-/OP (P<0.05) al igual que en el semen descongelado Se
concluy6 que el semen caprino, no requiere lavado seminal por centrifugacion
utilizando diluyente a base de liposomas para su criopreservacion.

Palabras clave: Fosfolipasa A, Plasma seminal, Criopreservacion.
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ABSTRACT
Effect of seminal plasma removal on the viability of goat semen cryopreserved
with a liposome-based extender
Fortunato Nava Joachin
To obtain the degree of Master of Science in Agricultural Production,
Antonio Narro Autonomous Agrarian University.
Fernando Arellano Rodriguez
Thesis director
The objective was to evaluate the effect of seminal plasma removal on the
viability, motility and functionality of cryopreserved goat spermatozoa, using a
liposome-based extender and an egg yolk-based extender. Four adult male goats
of the French Alpine breed were used. Semen was collected through an artificial
vagina. Each ejaculate was divided into four equal fractions, one of which
contained seminal plasma (SP+) and another from which the seminal plasma was
removed (SP-). Once the seminal plasma was removed, the semen with and
without seminal plasma were diluted with a liposome-based diluent (Optixcell®)
or an eqgg yolk-based diluent (Optidyl®) forming four experimental treatments with
a concentration of 100x106 sperm/mL: 1) SP+/OX (with seminal plasma plus
Optixcell® diluent), 2) SP-/OX (without seminal plasma plus Optixcell® diluent),
3) SP+/OP (with seminal plasma plus Optidyl® diluent) and 4) SP-/OP (without
seminal plasma plus Optidyl® diluent). A cryopreservation protocol was carried
out, and evaluations were performed macro and microscopically also through the
CASA System (Androvision, Minitube, Germany). The results show a significant
difference in semen viability between treatments (P=0.0027) and the freezing
process (P=0.0001). In fresh semen (SF) viability was higher in SP+/OX than in
the diluted with SP-/OP (P<0.05) as well as in thawed semen. It was concluded
that goat semen does not require seminal washing by centrifugation using a

liposome-based diluent for cryopreservation.

Keywords: Phospholipase A, Seminal plasma, Cryopreservation.
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I. INTRODUCCION

La criopreservacion de semen caprino es una técnica especifica en programas
de reproduccion asistida, ya que ayuda preservar la viabilidad y funcionalidad de
los espermatozoides durante periodos prolongados manteniendo la capacidad de
fecundacion de los espermatozoides al descongelarlos (Salamon y Maxwell,
2000, Souza et al., 2019).El proceso de congelacion y descongelacion suele
deteriorar negativamente la motilidad y viabilidad espermatica, disminuyendo su

potencial reproductivo(Camara et al., 2011).

Los diluyentes tradicionales para la criopreservacién del semen caprino estan
elaborados a base de yema de huevo, leche descremada o su combinacién
(Bustani Y Baiee, 2021). Sin embargo, el plasma seminal de los machos caprinos
contiene una enzima esta estructura coagulante de yema de huevo (EYCE) que
interactia con componentes especificos de la leche desnatada o la yema de
huevo, lo que hace que los diluyentes que contienen estas sustancias
seaperjudiciales para los espermatozoides de los machos cabrios afectando la
motilidad, viabilidad y la capacidad de fertilidad de las células esperméticas
(Paulenz et al., 2005). Es por ello que, dentro de las recomendaciones para la
criopreservacion de los espermatozoides es necesaria la extraccion del plasma
seminal (SP), con el proceso de lavados antes de la dilucién del semen para

mejorar la calidad y la fertilidad (Silva et al., 2019).

Si bien la remocion del SP puede mejorar la viabilidad las células reproductivas
del macho cabrio al reducir el dafio oxidativo y minimizar los efectos de proteinas
potencialmente perjudiciales para los espermatozoides (Malo et al., 2017; Holt,
2000). Esta préctica es dificil en condiciones de campo ademas de consumir
tiempo. Sin embargo, otros estudios sugieren que la remocion del plasma seminal
no siempre presenta beneficios significativos y, en algunos casos, puede no
afectar la viabilidad del semen, lo que sugiere que su efecto depende de otros
factores como el tipo de diluyente y las condiciones de almacenamiento (Fukui et
al., 2008; Medeiros et al., 2002).



El uso de medios de criopreservacion que contienen liposomas es una nueva
estrategia para la criopreservacion para espermatozoides sin tener que
centrifugar el plasma seminal. Los liposomas son nanovesiculas esféricas con
una sola bicapa lipidica que se produce artificialmente a través de la interrupcion

de las membranas plasmaticas mediante sonicacion (Saadeldin et al., 2020).

Este tipo de diluyente a base de liposomas han sido evaluados en otras especies
con buenos resultados(Singh et al., 2018) y debido a que no contiene yema de
huevo o leche no seria necesaria la remocion del plasma seminal. El presente
estudio tiene como objetivo evaluar el efecto de la remocién del plasma seminal
sobre la viabilidad, motilidad y funcionalidad de los espermatozoides caprinos
criopreservados, utilizando un diluyente a base de liposomas y otro en yema de

huevo.



Il. REVISION DE LITERATURA
2.1. Generalidades de los caprinos

Los caprinos pertenecen al grupo de animales rumiantes que son el principal
ganado que se ha desarrollado en explotaciones marginales en zonas
semidesérticas y aridas, haciendo una comparacion con los demas rumiantes de
produccién agropecuaria estos no pueden prosperar, puesto que los caprinos
tienen una capacidad de adaptar en lugares rasticos estos rumiantes pueden vivir
en lugares de poca vegetacion o desechos de restos de siembras agricolas como
maiz, sorgo, avena etc., los caprinos su distribucién es mundial encontrandose

en diversas altitudes y climas variados (Meza-Herrera et al., 2022).

Los caprinos son una especie de animales rumiantes considerados de facil
manejo, los cuales tienen la capacidad de adaptarse en todos los sistemas de
gue los mantengan, en pastoreo (extensivo), estabulados (intensivo) o de ambas
manera (mixto) una capacidad sorprendente en la parte de su a alimentacién
consumen hasta el 60% de materia organica en descomposicién, por lo cual son
los caprino son animales que tienen una funcidn que pocos rumiantes, aportan
grandes resultados y muy favorables en la productividad que 100% aceptable, en
entorno dificil (Ngoma et al., 2016).

México cuenta con una cantidad sorprendente de produccién de cabezas de
ganado caprino con un total de de 8 840 467 cabezas de caprinos (SIAP, 2024).
La distribucion de los caprinos corresponde a los estados con mayor poblacién
de cabras Guerrero, Oaxaca y Puebla al sur; y San Luis Potosi, Nuevo Ledn,

Coahuila de Zaragoza y Zacatecas al centro— norte (INEGI, 2023).



2.2. Caracteristicas del semen caprino

El eyaculado de rumiantes caprinos se caracteriza por su peculiar color blanco o
amarillento, ya que en ocasiones tiende averse de otro aspecto dado que puede
ser el mismo individuo, considerando una caracteristica muy peculiar es el
volumen tiene una capacidad de eyaculando con promedio de 1.2 ml, aunque
esto va dependiendo de la edad asi como también la condicion que tenga el
animal, se dice que es uno de los rumiantes mas sorprendentes ya que su
cantidad de células eyaculadas es sorprendente es de 3.5 hasta 6 millones de
espermatozoides por mililitro esto se debe a la consistencia del eyaculado que
sus propiedades del plasmas seminal nutren adecuadamente la cantidad de
células eyaculadas, estas especies tienen esta caracteristica que los hace Unico

con un eyaculado sorprendente(Boeta et al, 2018).

2.2.1. Plasma seminal

Es una mezcla acuosa a lechosa de color cremoso que es expulsada de las
glandulas accesorias del aparato reproductor del macho, esta se encarga de la
capacitacion, noticibn maduracién de la célula espermatica, se describe como
un liquido neutro e isotdénico, compuesto que esta en su mayor parte constituido
en su totalidad por agua (75%), sus componentes son organicas asi como
(fructosa, sorbitol, inositol, acido citrico, glicerilfosforilcolina, fosfolipidos,
prostaglandina y proteinas) y sustancias inorganicas sodio, potasio y cloro) que
estas tienden a interactuar como protectores y les brindan nutrientes a los
espermatozoides. Se han encontrado que SP tiene una caracteristica muy
especifica la cual tiene la capacidad de controlar el movimiento del
espermatozoides ya que con este medio energético promueve la capacidad de
fertilizacion de los mismo, también tiene la funcién de proteger en el momento de
la criopreservacion donde les da los nutrientes adecuados.(Muifio-Blanco et al.,
2008).



Describe que el plasma seminal, es una fuente de vinculo de transporte para las
células espermaticas, se caracteriza como uno de los componentes mas
complejo derivado de los testiculos, el epididimo y las glandulas accesorias.

(Ramirez Ramirez, 2023).

Al momento cuando se realiza la colecta semen para criopreservar unos de los
puntos importante es tener muy preciso, segun el método de recoleccion
utilizado, tienden a tener diferentes propiedades, como la cantidad de eyaculado,
sustancias y la morfologia de los espermatozoides, comunmente son
encontradas en otras investigaciones, que el método de coleccion por la vagina
artificial tiene la capacidad de mayor durabilidad a diferentes cabios bruscos de
temperaturas, de lo contrario el método por el electro eyaculador tiende a bajar
su calidad y viabilidad de los espermatozoides en diferentes procesos la

criopreservacion. (Souza et al., 2019).

La congelacion de semen cabrio realmente es considerado uno de los casos més
complicados en la actualidad asi como afios anteriores, se ha descubierto que lo
ocasiona las propiedades del contenido plasmatico estas enzimas se denomina
(EYCE, fosfolipasa A2), se desarrollan y son expulsadas por las glandulas
accesorias del tractore productor del macho caprino, esta tiene una interaccion
negativa con diluyentes a base de origen animal como leche desnatada y yema
de huevo entre otros diluyentes, estos son los principales componentes de los
diluyentes que se utilizan el diferentes procesos de criopreservacion, sin embargo
los diluyentes ese origen contienen unas enzimas y proteinas que causan que el
espermatozoide tenga una menor motilidad, otra de las aficiones es en la
integridad de la membrana plasmatica asi como también el acrosoma del
espermatozoide disminuyendo la posibilidad de tener una buena
criopreservacion. Es por esto que se recomienda hacer lavados mediante la
contribucion del plasma seminal separando a los espermatozoides utilizando
medios adecuados, asi tener menos reduccibn y muerte espermatica
(Chakravarty et al., 2022).



La enzima fosfolipasa A2 tiene una caracterizacion que hidroliza los fosfolipidos
que contiene la yema de huevo en especificos los acidos grasos insaturados
también liso fosfolipidos, que son toxicos para los espermatozoides. Cuando se
utiliza leche desnatada como diluyente, la incubacién de espermatozoides
epididimarios de cabra con plasma seminal recolectado durante la temporada no
reproductiva vincula a una disminucidén significativa de la motilidad vy
viabilidad.(Dias et al., 2017).

En animales como rumiantes en especifico las cabras, muestran variaciones en
los componentes bioquimicos del plasma seminal durante las estaciones seca y
lluviosa. También se encontraron cambios en el semen cuando fue sometido a
enfriamiento con diluyente que contenia yema de huevo, la motilidad de las

células espermaticas se vio afectada negativamente en la estacion seca del afo.

Esto ocurrié por mayor actividad y presencia de la fosfolipasa A2 presente en el
plasma seminal durante la estacion seca, lo que sugiere que esta enzima

desencadend la reduccion de la viabilidad del esperma.(Aguiar et al., 2013)

Otros estudios una amplia variabilidad individual en la congelacién del semen de
cabra, y la composicién del plasma seminal puede afectar la congelabilidad de
los espermatozoides. En este estudio, se identificaron 41 metabolitos
diferenciales entre el SP. de caprino con maxima y minima congelabilidad del
semen mediante analisis metabolémico. Por lo tanto, la congelabilidad de los
espermatozoides se vio afectada directamente por los aminoacidos del plasma

seminal de cabra.(Xu et al., 2023)



2.3. Importancia de la crioconservacion

La criopreservacion del esperma es el proceso de conservacion de esperma a
temperaturas extremadamente bajas, generalmente en nitrégeno liquido. El
manejo del semen criopreservado para inseminar cabras y otras especies, asi se
protege a los animales del estrés relacionado con el transporte, reduce los costos
de transporte y conserva la valiosa genética de las cabras,disminuye la
propagacion de infecciones sexuales (Thiangthientham et al., 2024).

Las nuevas biotecnologias de las cuales mas sobresalientes en estos ultimos
afos es la crioconservacion de semen ya que busca divulgar la criopreservacion
de espermatozoides en cierto proceso indeterminado. Estas estrategias
reproductivas, estan relacionadas con inseminacion de los animales, ya que
tienen la capacidad de distribuir la genética de ciertas razas de animales de
excelente cateréticas que se requieren en la produccion agropecuaria 0
productivo. de estupenda procedencia o fin zootécnico. La criopreservacion
tiende a ser mas econOmico para los productores, se ahorra costos de
alimentacion y manejo de los sementales como también enfermedades a sus

animales (da Silva et al., 2021).

Una de las atribuciones de la criopreservacion se considera unas de la mejores
herramientas en la biotecnologia reproductiva, existe un conocimiento limitado
sobre los procesos celulares y los ajustes moleculares que permiten a las células
soportar los mudltiples estreses a los que estdn expuestas durante la
criopreservacion (Ozden Ciftci and Kaya, 2024).



2.3.1 Diluyentes del semen

Los diluyentes son considerado uno de los elementos utilizados de manera
cotidiana para dar proteccion, alimentacidon y aportacion energética para el
manejo de distintos protocolos de congelacion en los choque térmicos sin
embargo juegan un papel muy importante evitando cambios en el pH por lo cual
pueden resultar dafiinos, también tienden a funcionar como inhibidor del
crecimiento bacteriano, cabe recalcar que el medio de dilucion juega un papel
muy importante para tener un excelente proceso de criopreservacion lo que

indica tener a una buena calidad seminal (Hameed et al., 2024).

Para obtener una congelacion adecuada dependera las propiedades y cualidades
gue con tenga los diversos diluyentes también el protocolo de criopreservacion
para tener una buena viabilidad espermatica al momento de la descongelacion,
los distintos medios de criopreservacion de desarrollan a base de origen vegetal
y animal entre estos estan la yema de huevo y leche, las cuales tiende a tener
propiedades o estructuras interactian con algunas enzimas y proteinas del
plasma de los machos caprino, tiende a coagular la yema de huevo (Sharma et
al., 2023).

Al considerar plasma se minal (PS) se describe como fluido biolégico complejo
gue incluye multiples secreciones de las glandulas reproductoras masculinas y
una cantidad menor de secreciones epididimarias. Las diversas investigaciones
describe que los avances en las tecnologias reproductivas han revelado que el
PS puede inhibir y estimular la funcién de los espermatozoides a través de

acciones multifuncionales de componentes organicos e inorganicos(Amiri, 2022).

Es por loque algunos investigadore recomiendan en particular en el semen de
caprino que es adecuado la eliminacion del plasma seminal porque contiene una
enzima secretada por la glandula bulbouretral conocida como enzima fosfolipasa
A. es por eso que se realizan lavados antes de la dilucion del semen en la
actualidad se sugiere estas estrategias o protocolos para tener excelente
resultados de la calidad seminal de caprinos congelado-descongelado cuando

se utilizan diluyentes que contienen leche o yema de huevo (Silva et al., 2019).



También es recomendable que se utilicen diluyentes a base de liposoma ya que
estos permiten una mejor congelacion porque contiene una mezcla de
fosfolipidos, acidos grasos y lipoproteinas de baja densidad, que protege las
membranas de las células espermaticas al restaurar los fosfolipidos perdidos
durante el choque térmico, lo que con este diluyente no es necesario eliminar el
plasma seminal. Uno de ellos por su nombre comercial Optixcell® se ha utilizado
como diluyente para el almacenamiento de camello, ya que este contiene
liposomas que se ha informado que son beneficios para la criopreservacion de

semen y ha funcionado muy bien con otras especies (Al-Bulushi et al., 2019).
Componentes que debe tener un diluyente:

v' Debe de estar constituido por soluciones que permitan mantener una
presion osmotica adecuada, uno de ellos son los Tris, citrato entre mas

variedades.

v' Tiene que disponer de grandes partes energéticas, una de las principales

gue debe de aportar es la glucosa o fructosa.

v" Requiere tener uno de los ingredientes importantes, esenciales que debe
de tener son los antibidticos las cuales disminuyen la propagacion de

agentes patdgenos.

v' De acuerdo con diversos autores recomiendan que debe de poseer
agentes crioprotectores del cual describen los penetrantes que se
caracterizan por tener menos peso molecular y no penetrantes tienen un
peso mas superior, las mas adecuados son el glicerol y el etilenglicol
pertenecientes a los penetrantes, los no penetrantes conocidos como la

leche y yema de huevo (Galian et al., 2023, Dorado et al., 2010).
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2.3.2. Crioprotectores

Hace méas de 200 se realiz6 la primera criopreservacion de semen, utilizando
nieve por Lazaro Spallanzani por el afio 1776,pero en el afio de 1949
descubrieron las propiedades del glicerol el cual se consider6 como uno de las
crioprotectores de la época,el cual dio un nuevo giro en la parte reproductiva de

la criopreservacion de las células (Dorado et al., 2010).

Diversas investigaciones han demostrado distintos cambios funcionales y
bioldgicos que enfrentan las células espermaticas crio conservadas en relacion
con estos eventos de cambio drasticos de temperaturas, unos de los efectos es
cuando se descogela sufriendo un desequilibrio en la membrana espermética
provocando su ruptura conocida como choque térmico las que tienden afectar al
acrosoma ,el nucleo, los mitocondrias de los espermatozoides es por ello que es
una gran importancia afadir en el diluyente un extensor crioprotector el cual tiene
como funcion recubrir la membrana espermatica en cada evento lesivo a las

células(Hezavehei et al., 2018).

Los crioprotectores de acuerdo con su composicion tienen un papel que lo
caracteriza de suma importancia en el periodo de la congelacion-descongelacion,
lo que produce una minimizacion formando cristales de hielo en el entorno del
espermatozoide, reduciendo las alteraciones de cambio de iones y otras
sustancias extrafias asi evitar dafiar la membrana espermatica, algunos
crioprotectores son dafinos para la célula en dosis muy altas se recomienda tener
las concentraciones adecuadas; los mas mas relevantes son de dos tipos

crioprotectores, penetrantes y no penetrantes (Yeste, 2016).
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2.3.3. Los liposomas como crioprotectores.

Una de las estrategias de las biotecnologias reproductivas son los diversos
crioprotectores en particular los que estan compuestos liposomas funcionan
como aditivos crioprotectores en varias especies animales, incluidos equinos
(Pillet et al., 2012), bufalos (Medina-Leon et al., 2019), ovinos (Mortazavi et al.,
2020), porcinos y bovinos , se aencontrado que al momento de la inseminacion

artificial mejora la fertilidad en diversas especies(Sullivan and Saez, 2013).

Los liposomas son muy importantes en cuanto a su contenido de fosfolipidos
(fosfatidilserina, dioleoilfosfatidilcolina, fosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina y
dimiristoilfosfocolina) y &cidos grasos saturados e insaturados las cuales tienen
la capacidad de fusionarse con la membrana plasmatica del espermay reducir el
dafio a los espermatozoides causado por el protocolo de congelacién y

descongelacién (Ansari et al., 2017).

En carneros se han encontrado los diluyentes a base de liposomas que
comprendian fosfatidilcolina de huevo y dipalmitoilfosfatidilcolina utilizados como
suplemento con espermatozoides lavados proporcionaron proteccién inmediata
contra el choque frio, como lo indica la preservaciéon de la motilidad (Ansari et al.,
2017).

De manera similar, en sementales cabrios describe que los liposomas que
comprendian una mezcla de fosfatidilcolina de huevo y fosfatidiletanolamina
(lamados liposomas E80) fueron eficientes para preservar la actividad motora de

la célula espermatica después de la criopreservacion (Pillet et al., 2012).

Una de las particularidades pasa lo contrario, en bovinos, los liposomas
compuestos de dioleoil-glicero-fosfocolina y dioleoil-glicero-fosfo-glicerol
obtuvieron como resultado una mayor supervivencia una vez realizado el proceso
de a descongelacion, motilidad progresiva y reaccion acrosomica en

comparacion con la dioleoil-glicero-fosfocolina sola (Ropke et al., 2011).
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Una de las acciones que se caracteriza es el cambio lipidica del periodo de gel
durante el enfriamiento y la congelacion donde surge una importante accion por
lo que es medida composicion lipidica de las membranas por lo cual de esta
manera da seguimiento, a la fusion de liposomas facilita la transferencia de
lipidos y colesterol, esto acelera y dirige la reorganizacién de los componentes
de la membrana celular dade este paso tiene como funcién que modifique las
propiedades fisicoquimicas de la barrera, mejorando asi la crioestabilidad de las

células espermaticas (Ropke et al., 2011).

OptiXcell ® se conoce y caracterizado como uno de esos productos comerciales
mas utilizado como extensor comercial basado en liposomas y actualmente se

utiliza para varias especies animales (Abdel-Aziz Swelum et al., 2019).
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2.3.4. Crioprotectores penetrantes

Los solutos este grupo de crioprotectores tienen una de las capacidades mas
estupendas que es penetrar la barrera de la célula que recubre al
espermatozoide, tiene la dicha de controlar la cantidad de concentracion
osmotica en las temperaturas minimas asi disminuyendo la cantidades de
electrolitos, en el cual un cambio radical con la difusion y viscosidad del
citoplasma provocando la penetracion de las capas lipidicas mediante a este

proceso produce algunos dafios al membrana celular (Yeste, 2016).

Su trabajo es equilibrar el medio, el cual promueve las cantidades iguales dentro
y fuera de a la célula, con base este proceso el crioprotector adquieren gran
volumen de agua de adentro hacia fuera de la célula, permitiendo minimizar que
se transforme hielo intra celular, las cual causas destruccion célula, este grupo
soluto son capaces del reordenamiento de las proteinas y lipidos mediante este
proceso aumenta el flujo de la barrera, dando a la célula mayor capacidad para
gue se mantenga en minimas temperaturas, las cuales cuando estan bajas
provoca una deshidratacion por lo que produce una gran criotolerancia
(Tabaresz, 2015).

Uno de los puntos estrictos de un crioproctor de pende la permeabilidad celular
este poseso realiza cabios que perjudican a la célula, se sugiere buenas
concentraciones y adecuada de la idoneidad de pendiendo el tipo de célula
(Yeste, 2016) algunas mas utilizados de este grupo son, el dimetilsulféxido
(DMSO), el etilenglicol (ETG), el propilenglicol (PPG) el metanol (MET) y el

glicerol.
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2.3.5 Crioprotectores no penetrantes

Estas son sustancias que como su nombre lo indica no tienen la capacidad de
penetrar el citoplasma de la célula por el gran tamafio que tienen, tienen la
calidad de ejercer la actividad de proteger al espermatozoides con una inercia
con adictivos estos pueden penetrar a la célula, este grupo de crioproctores no
penetrantes tienen la capacidad de deshidratar a la célula, este proceso
desencadena que baje la creacion de hielo en el exterior del espermatozoide, de
esta manera también disminuyen el punto de congelacién estas atribuciones son
parte del diluyente, su capacidad es proteger la barrera espermatica, antes que
sufran el shock provocado por el frio asi como el protocolo de la descongelacion,
e principal de estos producto de pende la concentracion del diluyente y la
cantidad de semen utilizado en los procesos de congelacion, como la especie

que se va trabajar(Mejias, 2009).

Los crioprotectores no penetrantes se consideran como moléculas compuesto
energéticos como glucosa, almidones, dextranos etc., los cuales se encuentran
en las propiedades de la leche y yema de huevo, este grupo no puede brindar
proteccién por si mismo a las células esperméticas, de los dafios provocados por
la criopreservacion, requieren partes de los penetrantes para tener buenos
resultados de lo contrario tendria menor efecto lo que conlleva a una mala calidad

del proceso de criopreservacion. (Yeste, 2016).
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. MATERIALES Y METODOS
3.1. Localizacion del estudio y animales experimentales

El experimento se realizo en el norte de México, en el Centro de Investigacion en
Produccion Animal de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro (26° de
Latitud Norte y 104° de Longitud Oeste), en el periodo de la temporada
reproductiva (agosto-septiembre). Las coordenadas de la investigacion fueron en
una altitud 1120 msnm, con una precipitacion media anual de 230 mm y con
temperatura promedio de 24 °C, maxima de 41 °C en mayo y junio, y minima de
-1 °C en diciembre y enero (CONAGUA, 2015).

Se manejaron 4 sementales caprino adultos de la raza Alpino-francés de 1.5 a 2
afos de edad que pesaban 75.0 £ 0.32 kg y tenian una condicién corporal de 3.5
+ 0.10 unidades; escala 1 — 5 puntos). Los sementales recibieron su racion
alimenticia en la mafiana y en la tarde (8:00 h 'y 18:00 h con una dieta basada en
heno de alfalfa (18% PC, 1.95 Mcal de EM) y 100 g de pellets de linea comercial
(21% PC,1.7 Mcal EM) cubriendo los porcentajes que requieren los animales de
acuerdo a su etapa productiva (NRC, 2007). Los sementales tenian agua fresca

y limpia a libitum, asi como minerales.
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3.2. Coleccion y procesamiento del semen

El semen fue extraido y colectado por la mafiana (8:00 a 10:00 h) cada 4 d,
durante 4 semanas. Se utiliz6 una hembra en estro, para estimular al macho asi
extraer el semen. La muestra se recolecto mediante una vagina artificial estandar
para ovinos y caprinos, esta con una temperatura de 38 °C para mantener vivas
las células. En total se recolectaron 64 eyaculados. Una vez obtenido la muestra
de semen se mantuvo sumergida rapidamente en bafio maria con una
temperatura 37 °C donde se procedidé a realizar su evolucibn macro y
microscépico esto se realizd6 en los primeros 10 minutos después de la
recoleccion. Los eyaculados se analizaron subjetivamente y solo cuando las
muestras presentaban un volumen =0.5 mL, una motilidad = 60 % y una

concentracion 22500x10° se agruparon y utilizaron para el experimento.

Las muestras de semen se separaron en cuatro fracciones similares, una de ellas
contenia plasma seminal (SP+) y otra a la que se le removié el plasma seminal
(SP-). La remocion del plasma seminal se realiz6 de acuerdo con (Silva et al.,
2019). El semen se diluyo (1:9, v/v) en una solucion de lavado (Ringer Lactato) y
se centrifugaron dos veces a 1, 500 rpm por 5 min. Una vez removido el plasma
seminal el semen con y sin plasma seminal se diluyeron con un diluyente a base
de liposomas (Optixcell®) o a base de yema de huevo (Optidyl®) formando cuatro
tratamientos  experimentales con una concentracion de  100x10°
espermatozoides/mL: 1) SP+/OX (Con plasma seminal mas diluyente Optixcell®),
2) SP-/OX (Sin plasma seminal mas diluyente Optixcell®), 3) SP+/OP (Con
plasma seminal mas diluyente Optidyl®) y 4) SP-/OP (Sin plasma seminal mas
diluyente Optidyl®). Los diluyentes se adicionaron al semen a una temperatura de
37 °C e inmediatamente después de la dilucién se refrigeraron por 2 h hasta
alcanzar una temperatura de 4° C y después de este tiempo permanecieron por
otras 2 h mas. Después de la refrigeracion el semen se empajillo en pajillas de
0.25 mL fueron selladas con alcohol polivinilico. Las pajillas de colocaron a 7 cm
del nitrogeno liquido (NL, -140 °C) por 10 min y después se sumergieron
directamente en el NL (-196°C) y se resguardaron hasta su andlisis (Morrell et
al., 2022).
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3.3. Variables evaluadas

La viabilidad espermética (VE; %), su analisis se realiz6 utilizando la técnica de
tincibn con eosina-nigrosina (Chakravarty et al., 2022), se sometieron
aproximadamente 200 células espermaticas por cada frotis utilizando un
microscopio optico, enfocando con el objetivo de 100X, se procedi6 a un calculo
mediante a el porcentaje de células vivas las cuales (no se tifieron) y de células
muertas (tefiidas de color rosa). Desde que se dio inicio las evaluaciones fueron
analizadas siempre por el mismo evaluador calificado. Para la evolucién cinética
de los espermatozoides se realizé utilizando el Sistema CASA (Androvision,
Minitube, Alemania). Se coloc6 una alicuota de 5.0 puL de la muestra en un
portaobjeto precalentado a 37 °C, se cubrié con un cubreobjeto y se evaluaron
mediante una microscopia de contraste de fase (eclipse 50i, Nikon, Japdn). Las
estimaciones de las motilidades espermaticas se realizaron en cinco campos
microscépicos aleatorios no consecutivos para cada muestra por el mismo
operador (Hernandez Corredor et al.,, 2018). Asi mismo se evaluaron las
siguientes variables: motilidad total (TM; %), motilidad progresiva (PM; %),
Motilidad rapida (%), Motilidad lenta (%), Motilidad local (%) Espermatozoides
inmoviles (%). Las muestras se evaluaron al adicionar el diluyente (fresco),
durante la refrigeraciéon (4 °C) y después de la criopreservacion (semen
congelado). Las pajillas se descongelaron sumergiéndolas en agua atemperada
a 37° C durante 40 s.
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3.4. Andlisis estadistico

Los datos fueron examinado y analizados mediante el procedimiento Modelo
Lineal General (GLM). Las medias que se obtuvieron de las evaluaciones de las
muestras de semen se realizaron mediante una comparacion utilizando una
prueba de t. donde se tomd en cuenta la utilizacion de distintos procesos de
crioconservacion y la interaccion de diluyente a base de liposomas con la
remocion del plasma seminal. Los datos obtenidos se sometieron a un analisis
designado el paquete estadistico SAS V9.1 (SAS, 2005). Las diferencias que se
presentaron se les considero significativas cuando conservaban un valor de
P<0.05.
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IV. RESULTADOS

La presentacion de resultados se puede observar en el cuadro 1. Se observo una
diferencia significativa en la viabilidad del semen entre tratamientos (P=0.0027)
y el proceso de congelamiento (P=0.0001). En el SF la viabilidad fue mayor en el
SP+/OX que en el diluido con SP-/OP (P<0.05) al igual que en el semen
descongelado (P<0.05). Con respecto a la motilidad total, progresiva, rapida,
lenta, local y espermatozoides inmoviles no se observaron diferencias
significativas entre tratamientos, ni la interaccion tratamiento por tiempo (P>0.05).
En el tiempo la viabilidad, la motilidad total, progresiva, rapida y espermatozoides
inmoviles tuvo una diferencia significativa (P<0.0001). En todos los tratamientos
luego del congelamiento y descongelamiento disminuyeron significativamente
con respecto al semen fresco y refrigerado (P<0.05). Sin embargo, en la motilidad
lenta y local de acuerdo al tiempo no se observa diferencias significativas
(P>0.05).



Cuadro 1. Viabilidad y motilidad espermética obtenida en el semen caprino criopreservado con un diluyente a

base de liposomas o yema de huevo con o sin plasma seminal.

20

Variable

Tiempo(h)

SP+/0OX

SP-/0X

SP+/OP

SP-/OP

Viabilidad (%)

Motilidad total (%)

Motilidad progresiva (%)

Motilidad réapida (%)

Motilidad lenta (%)

Motilidad local (%)

Espermatozoides inmdviles (%)

Fresco
Refrigerado
Descongelado
Fresco
Refrigerado
Descongelado
Fresco
Refrigerado
Descongelado
Fresco
Refrigerado
Descongelado
Fresco
Refrigerado
Descongelado

Fresco
Refrigerado

Descongelado
Fresco
Refrigerado

Descongelado

84.26 £2.75af
76.66+3.28 a f
51.80+£3.69ag
64.2+4.42 a f
61.63+3.89 a f
40.10+4.64 a g
63.26+5.83 a f
59.92+3.98 a f
36.90+4.47 a g
46.14+5.42 af
43.78+4.94 a f
21.67+3.50ag
15.94+1.84 af
16.13+2.65a f
15.22+1.86 a f

1.25¥1.52 af
1.72+0.51 af

3.20+0.83 af
35.48+4.44 af
38.36x3.89 af
59.89+4.64 a g

82.80+2.75ab f
73.66+3.28 a f
43.26+3.69 ab g
63.68+4.42 a f
69.06+3.89 a f
38.38t4.64ag
57.25+5.83 a f
66.76+3.98 a f
36.00+4.47 a g
41.37+5.24 a f
44.48+4.94 a f
18.85+3.50ag
15.88+1.84 a f
22.31+2.65af
17.15+1.86 a f

6.42+152 a f
2.27+051 af

2.37+0.83 af
36.31+4.44 a f
30.93+3.89 af
61.61+4.64ag

82.26+2.76 ab f
75.26+3.28 a f
38.60+3.69 ab g
70.67+4.42 a f
76.18+3.89 a f
35.04+4.64 a9
68.88+5.83 a f
73.75+3.98 a f
31.19+4.47 ag
53.2645.24 a f
51.86+4.94 a f
17.34+350 a g
15.62+1.84 a f
21.88+2.65a f
13.15+1.86 a f

1.78+1.52 af
2.42+051 af

3.83+x0.83 af
29.32+4.44 af
23.82+3.89 af
64.95+4.64¢

74.00£2.77 b f
70.73+3.28 af
37.40£3.69b g
65.54+4.42 a f
65.42+3.89 a f
38.45+4.64 a9
63.78+5.83 af
62.41+3.98 a f
35.51+4.47 a g
44314524 af
41.06+4.94 a f
18.51+3.50ag
15.46+1.84 af
21.35+2.65af
17.01+1.86 af

2.60+152 af
3.00+0.51 af

2.92+0.83 af
33.60+4.44 a f
34.57+3.89 af
61.54+4.64a g

ab Literales desiguales entre columnas difieren a P <0.05

fg Literales desiguales entre filas difieren a P <0.05

Donde SP+/OX (Con plasma seminal mas diluyente Optixcell®), SP-/OX (Sin plasma seminal mas diluyente Optixcell®), SP+/OP (Con plasma seminal mas diluyente Optidyl®) y SP-/OP (Sin plasma seminal

mas diluyente Optidyl®)

20
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V. DISCUSION

Los resultados del presente estudio mostraron que la viabilidad de los
espermatozoides criopreservados con un diluyente a base de liposomas con o
sin plasma seminal fue mayor que en los diluidos con un diluyente a base de
yema de huevo sin SP. Similarmente el proceso de congelamiento
independientemente del tipo de diluyente afecta significativamente la viabilidad y
motilidad de los espermatozoides. La criopreservacion es un método de
preservar la motilidad y la capacidad fecundante de los espermatozoides por
tiempo indefinido (Najafi et al., 2020). En caprinos resulta particularmente
desafiante debido a que en el plasma seminal se encuentra la enzima EYCE la
cual al interaccionar con los lipidos de los diluyentes a base de yema de huevo o
leche desnatada lo que hace que los diluyentes que contienen estas sustancias
sean perjudiciales para los espermatozoides de los machos cabrios afectando la
viabilidad y fertilidad (Paulenz et al., 2005). Adicionalmente, el contenido de la
yema de huevo es muy variable en diferentes huevos, ademas de ser una
potencial fuente de contaminacién microbiana debido a su origen animal (Tar et
al., 2021).

Los liposomas son vesiculas artificiales que contienen al menos una bicapa de
lipidos con propiedades hidrofébicas e hidrofilicas (Stremersch et al., 2016).
Protegen a los espermatozoides al fusionarse a la membrana plasmatica de los
espermatozoides y transferir lipidos y colesterol entre los liposomas y la
membrana plasmatica de los espermatozoides (Tar et al., 2021); Stremersch et
al., 2016). Los diluyentes a base de liposomas han sido utilizados con eficacia en
diferentes especies animales, incluido toros, ovinos, ciervos, bufalos, equinos,
camellos y caprinos (Singh et al., 2017; Miguel-Jimenez et al., 2020; Al-Bulushi
et al., 2019). Como alternativa a la yema de huevo o leche desnatada. En el
presente estudio, los espermatozoides diluidos con liposomas mas plasma
seminal tuvieron una mejor viabilidad, que los diluidos con un diluyente a base
de yema de huevo sin plasma seminal. Estos resultados son similares a los
reportados por Singh et al. (2017) quienes concluyeron que los diluyentes a base

de liposomas son mas eficaces en mantener la viabilidad de los
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espermatozoides. Sin embargo, en nuestro estudio la motilidad total, progresiva,
rapida, lenta, local y espermatozoides inmoviles no se observaron diferencias

significativas entre tratamientos.

Diversos estudios han mencionado que la motilidad y viabilidad de los
espermatozoides diluidos con yema de huevo mejoran cuando el plasma seminal
es removido antes de la congelacion (Leboeuf et al., 2000). Sin embargo, aunque
es un procedimiento muy utilizado en diversos paises los resultados son
contradictorios y dependiendo de la época del afio, la concentracion de la yema
de huevo en el diluyente o las condiciones de almacenamiento ((Fukui et al,,
2008; Medeiros et al., 2002; Cabrera et al., 2005). En nuestro estudio, en los
espermatozoides diluidos con Optidyl® sin plasma seminal la viabilidad fue menor
que en los diluidos con Optidyl® con plasma o con Optixcell® con y sin plasma
seminal. Los anterior es similar a lo observado por Neila-Montero et al., 2024)
quienes mencionan que la remocion del plasma seminal en ovinos resulta dafina
para la sobrevivencia y fertilidad in vitro e in vivo de los espermatozoides a largo
plazo. Adicionalmente, es probable que el efecto positivo del plasma seminal
podria deberse a la edad de los sementales ya que los animales jévenes todavia
estan en desarrollo del sistema reproductivo con una menor produccion de EYCE
en comparacion con los animales adultos, que ya tienen las glandulas
bulbouretrales bien desarrolladas Tahar et al.(2024) y el dano de remover el
plasma seminal es mayor que el dejarlo al proporcionar proteccion contra el
estrés inducido por la manipulacion y algunos mecanismos selectivos del tracto

reproductivo de la hembra (Leahy et al.,2019).

Finalmente, el proceso de criopreservacion afecto negativamente la viabilidad y
motilidad de los espermatozoides independientemente del tratamiento. Al
momento de diluir los espermatozoides y disminuir la temperatura a 4 °C tanto la
viabilidad como la motilidad se mantuvieron similares. Sin embargo, luego del
congelamiento/descongelamiento disminuyeron significativamente. La
criopreservacion provoca la formacion de cristales de hielo causando el dafo de

la membrana celular (Tar et al., 2021). Ademas, la criopreservacion ocasiona un
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mayor estrés oxidativo en las células espermaticas por motivo de la peroxidacién
lipidica de la barreara que cubre a la célula en el transcurso de la criopreservacion
este proceso induce a producir de las especies reactivas de oxigeno (ROS), la
que promueve la fragmentacion del ADN asi como la alteracién de las estructuras
quimicas de fosfolipidos de la capa o barrera plasmatica, lo que realiza a una

capacitacién prematura o exocitosis acroséomica (Jimenes et al.,2020).
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VI. CONCLUSION

Se concluye que la crioconservacion del semen caprino, no requiere del lavado
o remocioén del plasma seminal por centrifugacion al diluirse con un diluyente a
base de liposomas. Es necesario realizar mas estudios en los que se evalué el
efecto de la remocién del SP en animales adultos y diferentes épocas del afio,

asi como comparar la fertilidad in vivo.
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