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ABSTRACT

RESUMEN

La gran sensibilidad de los espermatozoides de carnero a la
criopreservacién ha motivado estudios para mejorar este proceso.
El objetivo de este trabajo fue estudiar los efectos del tiempo de
equilibrio (0, 2, 4, 6 y 24 horas) con diferentes diluyentes de
semen (a base de yema de huevo y lecitina de soya), en relacién
a la integridad de membrana plasmética y acrosomal, motilidad
total y progresiva. No hay interaccién (p>0,05) entre los
tratamientos. los espermatozoides diluidos en yema de huevo
obtuvieron mejores resultados (p<0,05). No se observaron
diferencias significativas entre 4, 6 y 24 horas en motilidad total
y entre las 4 y 6 horas en integridad de membrana. En conclusién,
la criopreservacién tiene mejores resultados con diluyentes a base
de yema de huevo, pero todavia no se tiene un resultado claro de
cual es el mejor tiempo de equilibrio para la criopreservacién del
semen de carnero.

Palabras clave: criopreservacion, yema de huvevo, lecitina de
soya, viabilidad espermdtica

yolk-based and soy lecithin-based), in regards to infegrity
plasma membrane and acrosome total and progressive

The high sensitivity of ram sperm to the cryopreservation
led to studies on the improvement of the process. This
work aimed to study the effects of equilibration time (0,
2, 4, 6 and 24 hours) at different semen extenders (egg
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motility. No interaction (p>0.05) between treatments.
Sperm extended in egg yolk had a better performance
(p<0.05). No significant difference between 4, 6 and 24
hours (p<0.05) in total motility and between 4 and 6
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hours (p<0.05) membrane integrity were observed. In
conclusion, cryopreservation had better performance
with egg yolk-based extender, but it does not have a clear
result about how is the best equilibration time to
cryopreservation ram semen.

Keywords: cryopreservation, egg yolk, soybean lecithin,
sperm viability

INTRODUCCION

El semen de carnero es mas sensible al estrés de “shock
por frio” que el semen de ofras especies, como foro,
conejo o humanos (Salamon y Maxwell, 2000). Es por
ello que en la actualidad existe un gran interés por
mejorar la eficiencia de los protocolos de
criopreservacion, ya que la preservacién inadecuada
sigue siendo un obstaculo para el amplio uso de semen
congelado. Algunos estudios para aumentar el
porcentaje de células viables post-descongelacion han
incluido el uso de varios diluyentes, tiempos de
refrigeracién, tasas de dilucién, concentraciones de
glicerol y tiempos de equilibrio (Patt y Nath, 1969;
Forouzanfar ef o/, 2010).

El tiempo de equilibrio corresponde al tiempo que los
espermatozoides permanecen en contacto con el
diluyente de congelacién a una temperatura de 5°C
antes de congelacién, dando tiempo a que el
crioprotector y ofros componentes osméticamente
activos de los diluyentes penetren la célula hasta que se
establezca un balance de concentraciones. Se ha
planteado que el tiempo de equilibrio puede ayudar a
la estabilizacion de la membrana del espermatozoide
para tolerar el intercambio de agua que se produce a
través de ella durante la congelacién (Patt y Nath,
1969). Existen estudios que plantean diferentes
beneficios y desventajas del tiempo de equilibrio,
variando los efectos en los espermatozoides segin el
tipo de diluyente, las concentraciones de azicar, de
glicerol y velocidad enfriamiento de la muestra la
muestra de semen, ademds de variar segin la especie
(Salamon y Maxwell, 2000). Existen escasos trabajos
de investigacién en ovino que fundamenten los cambios
generados a nivel celular del espermatozoide durante
el tiempo de equilibrio y existe una controversia acerca
de cudl seria el tiempo de equilibrio recomendado.
Recientemente se han evaluado tiempos de equilibrio
prolongados, pero tiempos de 24 horas no mejoran la
fertilidad del semen (Purdy ef a/,, 2010); al parecer, no
ha sido reportado el valor de un intervalo de equilibrio
intfermedio o inferior para la criopreservacién de
espermatozoides de carnero. Por lo tanto, el objetivo de
este estudio fue evaluar el efecto del tiempo de
equilibrio sobre la motilidad e integridad de membrana
plasmética de espermatozoides de carnero congelados
diluyentes a base de yema de huevo y lecitina de soya.
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MATERIAL Y METODOS

Recoleccicn y evaluacion de semen.

Para la recoleccion del semen, tres carneros Criollos
Araucanos fueron utilizados. los machos eran
sexualmente maduros, con un peso comprendido entre
60-80 kg y edades entre 3-5 afios, pertenecientes al
Nicleo Genético de ovinos Araucanos del Campo
Experimental Maquehue de la Universidad de la
Frontera, Temuco, Regién de Lla Araucania, Chile
(38°44°Latitud  Sur, 72°35" longitud Oeste). La
recoleccion se realizé en época reproductiva entre los
meses de marzo y abril. Las muestras de semen fueron
obtenidas por medio de vagina artificial dos veces por
semana. Después de la recoleccién, alicuotas de los
eyaculados  fueron evaluadas para  determinar
movilidad en masa, concentracién y morfologia, para
asegurar una calidad del semen adecuada. Sélo las
muestras con movilidad en masa > 3 (escala de 0 a 5),
concentraciones = 2 x 109 espermatozoides/ml| y
morfologia normal = 80% fueron incluidas en el estudio
(Santiani ef al., 2014).

Congelacién de semen.

Se utilizé como base un diluyente compuesto de 3.29 g
de Tris, 1.85 g de fructosa, 1.36 g de acido citrico,
100 Ul de penicilina y 1 mg de estreptomicina,
respectivamente. La osmolaridad y el pH se ajustaron a
335 mOsm y 7.0 respectivamente. Lluego, se
prepararon dos diluyentes, uno con lecitina de soya al
1% (peso/volumen) y otro diluyente con yema de huevo
al 20%, utilizando una concentracién de glicerol de 5%
(volumen/volumen) (Forouzanfar ef o/, 2010). Se
utilizé una concentracién final de 100 x 106
espermatozoides/ml en pajuelas de 0,25 ml las que
fueron sometidas durante 0, 2, 4, 6 y 24 horas de
tiempo de equilibrio a 5°C. Posteriormente, las pajuelas
fueron congeladas con nitrégeno liquido para su
almacenamiento y posterior andlisis. Cada tratamiento
se repiti6 seis veces. Para la evaluacién post-
descongelacién, las pajuelas fueron descongeladas en
un bafio maria a 37°C por 30 segundos.

Evalvacion postdescongelacion.

Para la evaluacién de motilidad se utilizé un sistema
CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) (Infegrated
Sperm Analysis System V1.0, Proiser, Valencia, Spain).
Los descriptores de motilidad fueron: motilidad total o
masal (%) y motilidad progresiva (%). Se evaluaron un
minimo de cinco campos por muestra, contando un
minimo de 200 espermatozoides por campo. Lla
intfegridad de la membrana plasmética y acrosomal
fueron evaluadas por la asociacién de sondas Syto 59,
yoduro de propidio (Pl) y lectina de Arachis hypogaea
(peanut) conjugado con FITC (PNA-FITC). Brevemente,
las muestras se diluyeron en medio Tyrode’s albimina
lactato piruvato (TALP) a una concentracién de 5 x 106
espermatozoides/ml e incubados simultdneamente con

1 pl de Syto 59 (750 nM), 3 pl de PI (0,5 mg/ml) y 2
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pl de FITC-PNA (37,5 pg/ml) a 37°C por 10 minutos.
Luego de la incubacién la muestra fue transferida a un
tubo de citometria y diluida a una concentracién de 2,5
x 106 espermatozoides/ml. Las muestras fueron
evaluadas en un citémetro de flujo BD FACSCanto |I
(Becton, Dickinson and Company, BD Biosciences, San
Jose, CA, USA), controlado con el software FACSDiva
6.1.3 (Becton, Dickinson and Company). Un total de 10
000 eventos fueron analizados para cada test. Los
restos celulares y las particulas fueron excluidos de la
adquisicién y andlisis por ajuste de threshold y tincién
con Syto 59.

Andlisis estadlistico.

El experimento fue disefiado en bloques al azar, en el
que cada pool de semen se considerd un bloque, con
los tratamientos en un arreglo factorial 2 x 5. El primer
factor estudiado fue el efecto de los diluyentes en base
de yema de huevo o lecitina de soja sobre las
caracteristicas  espermdticas. El  segundo  factor
estudiado fue el tiempo de equilibrio (0, 2, 4, 6 0 24
horas). los datos fueron analizados utilizando MIXED
(SAS, 2002). No se realizé interaccién entre factores,
por lo que cada uno de los cuales se estudiaron

Porcentaje (%)

individualmente. El factor de dilucién se analizé
mediante la prueba de Tukey-Kramer, mientras que el
factor de tiempo de equilibrio fue analizado por un test
t de Student (PDIFF) para detectar diferencias entre
tratamientos, y regresién polinomial para encontrar el
mejor tiempo de equilibrio a través de la ecuacién: -
b/2a. las diferencias se consideraron significativas
cuando p<0,05. los resultados se presentan como
media + SEM (error estandar de la media).

RESULTADOS

No hubo interaccién significativa (p>0,05) entre los
factores diluyente y tiempo de equilibrio. Por lo tanto,
cada uno de estos factores fue analizado por separado.
Encontramos diferencias significativas (p<0,05) entre el
diluyente con yema de huevo y lecitina de soya en los
parametros de motilidad total (MT, %), motilidad
progresiva (MP, %) e integridad de membranas
acrosomal y plasmética (AIMI, %) (Figura 1). El efecto
del tiempo de equilibrio sobre los parametros
espermdticos mencionados se observan en la Figura 2.

[ Lecitina de Soya
Yema de Huevo

Figura 1. Efecto del diluyente sobre motilidad e integridad de membrana. Andlisis de motilidad espermdtica asistida
por computador (CASA): MT - motilidad total, MP - motilidad progresiva. Andlisis de integridad de membrana
plasmética y acrosomal por citometria de flujo: AIMI — acrosoma infegro y membrana plasmdtica integra. Letras

distintas representan diferencias estadisticas (p <0,05).
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Figura 2. Efecto del tiempo de equilibrio (0, 2, 4, 6 y 24 horas) sobre la motilidad e integridad de membrana.
Andlisis de motilidad espermatica asistida por computador (CASA): MT - motilidad total, MP - motilidad progresiva.
Andlisis de integridad de membrana plasmética y acrosomal por citometria de flujo: AIMI - acrosoma infegro y
membrana plasmdtica integra. Letras distintas representan diferencias estadisticas (p <0,05).
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DISCUSIONES

El proceso de congelacién-descongelacion, afecta
principalmente la integridad de las células, por esta
razén, se han utilizado diferentes diluyentes para
prevenir el dafio criogénico. La yema de huevo es el
componente  principal en diluyentes para el
almacenamiento y criopreservacién de semen de toro,
carnero, macho cabrio, cerdo e incluso en humano. El
principal componente activo de la yema de huevo es
la fraccién de lipoproteinas de baja densidad, que
protege la integridad de la membrana (Moussa ef o/,
2002). Sin embargo, la gran variabilidad en su
composicion y el aumento del riesgo de
contaminacién microbiana (Aires ef al, 2003), ha
conducido a su sustitucién con crioprotectores
alternativos de origen vegetal, como la lecitina de soya
la que de acuerdo a la evidencia préactica y de la
literatura resulta ser un crioprotector econémico y con
resultados positivos post-descongelacién (Forouzanfar
et al, 2010). Sin embargo, nuestros resultados
muestran que el diluyente con yema de huevo permite
la  obtencié6n de mayores porcentajes de
espermatozoides méviles y con membrana integra que
la lecitina de soya. Por lo tanto, la congelacién semen
de carnero en este diluyente ofrece un gran nimero de
espermatozoides  funcionales  disponibles  para
procedimientos de reproduccién asistida.

Por ofra parte, el andlisis de los resultados post-
descongelacién demuestra la importancia de la
existencia de un tfiempo de equilibrio previo a la
congelacién, ya que el tiempo O induce un dafio severo
por shock por frio a los espermatozoides,
obteniéndose bajos porcentajes de espermatozoides
métiles y métiles progresivos asi como también con las
membranas plasmdtica y acrosomal integras. A parte,
no se observan diferencias significativas entre los otros
tiempos evaluados (2, 4, 6 y 24 horas). Mdltiples
tiempos de equilibrio han sido examinados en una
amplia variedad de especies. En general, se afirma
que una duracién de 2-4 horas es mas adecuado para
que el crioprotector pueda penetrar la célula, pero esto
depende del tipo y concentracién de crioprotector
(Leite et al., 2010). En un trabajo similar realizado con
bofalo africano se encontré que un tiempo de equilibrio
superior a 4 horas puede ser perjudicial para los
espermatozoides (Herold ef o/, 2006) Sin embargo,
nuestros  resultados no  muestran  diferencias
significativas entre las 4, 6 y 24 horas en motilidad
total y entre las 4 y 6 horas en la evaluacién de la
infegridad de membrana. Incluso se observa una
mayor proporcién de espermatozoides con membrana
plasmética y acrosomal integros a las 24 horas.
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e Forouzanfar

CONCLUSION

De nuestros resultados se puede inferir que para
obtener una mejor calidad de semen criopreservado
de carnero es necesario el uso de diluyentes a base de
yema de huevo. Sin embargo, en relacién al tiempo de
equilibrio se puede concluir que para la
criopreservacién del semen de carnero, la existencia
de un tiempo de equilibrio previo a la congelacion
ayuda a mantener aquellos parédmetros espermaticos
necesarios para llevar a cabo la fecundacién, pero
todavia no esté claro cudl es el mejor tiempo.
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