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RESUMEN

Para optimizar la crioconservacion de semen de morueco de las razas Xisqueta y Aranesa,
se estudid utilizar otras alternativas a la yema de huevo fresca en la elaboracion de los
medios para reducir la heterogeneidad, contaminacion microbioldgica y algunos de sus
componentes que interfieren negativamente en su capacidad crioprotectora, analizando
diferentes tipos de yema de huevo (fresca, en polvo y clarificada), asi como la eliminacion
del plasma seminal previamente a la conservacion y la edad del donante. En segundo lugar,
con el afan de elaborar diluyentes libres de crioprotectores de origen animal y de
composicion definida se analizé la eficacia de la lecitina de soja o el butil hidroxitolueno
(BHT), combinados con glicerol o trehalosa, asi como dos sistemas tampdn, TRIS vs
TEST, y la adicién de BHT como antioxidante en la criosupervivencia espermatica.
Asimismo, se pretendié determinar la concentracion O6ptima de BHT, estudiando
simultaneamente el efecto de la presencia de plasma seminal en el diluyente. Finalmente, se
valoré el efecto de la edad del donante y fotoperiodo, asi como de la aplicacion de
implantes de melatonina en los sementales en primavera, la adicién de antioxidantes (BHT

vs melatonina) en el medio y el efecto del individuo en la criopreservacion espermatica.

Para ello se utilizaron 8 moruecos (4 de cada raza), a los que se les colecté semen, desde 1
a 2.5 anos de edad aproximadamente, realizando un total de 6 réplicas/experimento.
Brevemente, tras recolectar los eyaculados y valorar su motilidad masal y volumen, éstos
fueron mezclados y divididos en las alicuotas requeridas en cada experimento, excepto
cuando se congel6 individualmente. Para la eliminacion del plasma seminal, el semen se
centrifugd 2 veces (a 600 g por 10" y el sedimento fue resuspendido en el diluyente
correspondiente a una concentracion final de 400 x10° de espermatozoides/mL. Las
distintas suspensiones fueron refrigeradas a 5°C durante 4h, envasadas en pajuelas 0.25 mL
y congeladas en vapores de nitrégeno y sumergidas en €l hasta su descongelacion (30" a
37°C).

La viabilidad, morfologia y resistencia osmotica de las suspensiones espermaticas en fresco

y refrigeradas se evalu6 mediante eosina-nigrosina y el test de endosmosis (HOST). Los



parametros cinéticos tras la refrigeracion y descongelacién se analizaron mediante el
sistema ISAS®, asi como la morfometria espermatica siguiendo el protocolo comercial
Diff-Quik. Para evaluar la integridad de las membranas espermaticas y actividad
mitocondrial tras la descongelacion, se utilizd una tincion cuédruple con las sondas
fluorescentes (SYBR14, ioduro de propidio, lectina Arachis hipogea con Ficoeritrina y

Mitotracker deep red,) y la ayuda de un citometro de flujo.

Los resultados obtenidos mostraron que la yema de huevo en polvo puede utilizarse de
forma satisfactoria en la refrigeracion y congelacion de espermatozoides ovinos,
presentando una mejor capacidad crioprotectora cuando se combina con glicerol y el
sistema tampon TRIS. Por otra parte, la eliminacion del plasma seminal mediante
centrifugacion mejoré la criosupervivencia espermatica, aunque su presencia en los
diluyentes no afectd negativamente la calidad seminal. Generalmente, la adicién de BHT
(5.0mM) mejoré la calidad de los espermatozoides conservados, independientemente del
lavado del semen, edad del donante o fotoperiodo, mientras que el uso de melatonina como
antioxidante en el diluyente, no. Tampoco el uso de implantes de melatonina proporcion6
ninguna ventaja a la hora de conservar espermatozoides de morueco en primavera.
Respecto a la edad del donante, nuestro trabajo parece indicar que el semen de moruecos de
18 meses, junto la adicion de BHT en el diluyente, presenta una criosupervivencia similar a
la de individuos mayores. Por ultimo, la congelacion individualizada del semen de nuestros
moruecos parece mostrar la existencia de individuos malos, buenos y también “regulares”

congeladores.



ABSTRACT

In order to optimize ram semen preservation of Xisqueta and Aranesa breeds, we studied
alternatives to the fresh egg yolk in extender making to reduce heterogeneity, microbiology
pollution and some components that interfere negatively in its cryoprotection capability,
analyzing different types of egg yolk (fresh, powdered and clarified). Simultaneously,
seminal plasma removal previous to cryopreservation and donor age were tested. Secondly,
our aim was to obtain an extender free of animal origin cryoprotectants with a clearly-
defined composition, therefore the efficiency of the soy lecithin or butylhydroxytoluene
(BHT), combined with glycerol or trehalose were assessed. Moreover, the effect of two
buffer systems, TRIS vs TEST, and the addition of BHT as antioxidant on sperm
cryosurvival was analyzed. Optimal concentration of BHT and the presence of seminal
plasma in the extender were also studied. Finally, donor age and photoperiod as the
application of melatonin implants on rams in spring, the addition of antioxidants (BHT vs

melatonin) in the extender and individual effect on sperm cryopreservation were evaluated.

Therefore, semen from 8 rams (4 of each breed from 1 to 2.5 years old approximately) were
collected, doing a total of 6 replicas/experiment. Briefly, after semen collection, mass
motility and volume were assessed. Then ejaculates were pooled and split in the required
aliquots in each experiment, except when semen was preserved individually. For seminal
plasma removal, pooled semen was centrifuged twice (at 600 g for 10 minutes) and the
sediment was resuspended in the corresponding media at a final concentration of 400 x10°
of sperm/mL. The different sperm samples were refrigerated at 5°C during 4h, packaged in
straws of 0.25 mL, freezed in nitrogen vapors and immerged in it, until the samples were
thawed (30" at 37°C).

Viability, morphology and osmotic resistance of fresh and refrigerated sperm samples were
tested by eosine-nigrosine stain and hypoosmotic swelling test (HOST). The Kkinetic
parameters after the refrigeration and thawing were analyzed by ISAS® system as sperm
morphometry, following the trade protocol Diff-Quik. Integrity of sperm membranes and

mitochondrial activity after the thawing were evaluate using a quadruple fluorescent stain



(SYBR14, propidium iodide, Arachis hipogea lecithin labeled with phycoerithin and

Mitotracker deep red) with a flow cytometer.

Our results showed that powdered egg yolk can be used satisfactorily on refrigeration and
cryopreservation of ram semen, obtaining a better cryoprotectant capability when is
combined with glycerol and TRIS buffer system. On the other hand, seminal plasma
removal by centrifugation improved sperm cryosurvival, although its presence in the
extender does not affect negatively sperm quality. Generally, the supplementation of BHT
(5.0mM) improved the quality of preserved sperms, regardless of semen washing, donor
age or photoperiod, meanwhile the use of melatonin as antioxidant in the media does not.
Neither the use of melatonin implants on males provided any advantage on ram sperm
cryopreservation in spring. Related to the age of the donor, our work seems to indicate that
semen from 18 months old rams, together to the addition of the BHT in the extender, shows
a similar cryosurvival that semen of older males. Finally, the individual semen preservation

seems to show the existence of bad, good and regular freezer rams.
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1. INTRODUCION

La preservacion de los recursos genéticos ganaderos ha alcanzado una gran
relevancia a nivel internacional. De las 7.600 razas registradas en la base de datos de la
FAO (2007) sobre recursos genéticos de animales domésticos, 190 se han extinguido en los
ultimos 15 afos y otras 1.500 se consideran al borde de la extincion (Rodero y col., 2009).
Sin embargo, existen multiples razones por las cuales se justifica la conservacién de las
distintas razas, es decir, desde la conservacion de la variacion genética animal permitiendo
la adaptacion a distintos ambientes, condiciones de produccion o nuevas enfermedades
hasta el valor ecoldgico de la conservacion de razas autoctonas en su habitat natural,
manteniendo el equilibrio entre el clima, flora y fauna, asi como la posibilidad de
proporcionar un excelente material de investigacion para la realizacion de estudios
genéticos de las distintas razas que podrian aportar genes mejoradores al cruzarlos con otras

razas.

Segun el catdlogo de razas de ovinos, en Espafia existen 10 razas autoctonas de
fomento y 33 de proteccidon especial (Esteban, 2003), que se encuentran localizados
generalmente en zonas marginales, en las que con dificultad se explota otro tipo de ganado.
Son zonas rurales desfavorecidas, con suelos pobres de escasa rentabilidad agraria y alguna

de ellas ubicadas en parques naturales.

En el caso de la raza ovina Aranesa, ésta se encuentra en el estatus de raza en
peligro debido a un descenso en su poblacion, favorecido, a su vez, por un escaso relevo
generacional en la ganaderia. Sin embargo, estos ovinos tienen un valor zootécnico muy
importante, pues son animales orientados a la produccion de carne en base a corderos de
tipo “pascual”, muy adaptada a las duras condiciones de pastoreo tradicional de subir los
animales en los periodos estivales a alta montafia y pastoreo en los valles en invierno. La
distribucion geografica de esta raza se encuentra en el Valle de Aran, al norte de la
provincia de Lleida, lindando con la frontera francesa. Segun los Servicios de Agricultura,
Ganaderia y Medio Ambiente del Consejo General del Valle de Arén, en el 2003, habia 64

ganaderos de ovino con un total de 2.569 ovejas Aranesas y 92 machos, de los cuales, 1.489



ovejas y 61 machos se consideran de raza pura siguiendo el estdndar racial descrito por
Parés (2008).

Al igual que la raza anterior, la oveja Xisqueta también conocida como “Pallaresa”,
se ubica mayoritariamente en las comarcas leridanas del Pallars Jussa, Pallars Sobira, Alta
Ribagorca y en la Ribargoza oscense. También podemos encontrar nucleos dispersos de la
raza en las comarcas oscenses de Monegros, Sobrarbe y Hoya de Huesca y en las comarcas
gue configuran la Plana de Lleida. Se caracteriza por su alta rusticidad y las madres, por su
alta capacidad lechera, cuyo objetivo principal es la produccion de carne, orientada a la
produccion de cordero, tipo "ternasco”. Segun Avellanet y col., (2005), el nimero de
reproductores se situa entre 12.000 y 15.000 individuos que estan en peligro de extincion
(RD 3322, BOE Num. 33, 1995).

El interés de estas razas se basa en que se localizan cada una en zonas concretas del
pais a las que se han adaptado muy bien, y en las que no se podria sobrevivir con otro tipo
de ganaderia, permitiendo realizar una actividad econémica en estas zonas desfavorecidas y
facilitando asi el asentamiento de familias, evitando su despoblacidn. No obstante, el futuro
de estas razas es complicado debido al escaso relevo generacional en ganaderia, por lo que
su conservacion podria provocar un nuevo interes cultural y un reclamo en el agroturismo y
en el consumo de productos caracteristicos de cada zona. Ademas del factor humano, la
conservacion de estas razas mantiene los distintos ecosistemas colaborando en la
prevencién de incendios forestales y en la proteccién y conservacién de numerosos

espacios rurales, contribuyendo asi al equilibrio ecologico.

De hecho, el trabajo y esfuerzo realizado por el Dr. Jordi Jordana y la asociacion de
criadores de ovinos de la raza Aranesa (ACORA) como la asociacion de criadores de
ovinos de la raza Xisqueta (ARACOXI) en la caracterizacion y conservacion de estas razas,
junto con el proyecto de Creacion de un banco de semen de razas catalanas autoctonas en
peligro de extincién de ovino y caprino: Xisqueta, Aranesa y Blanca de Rasquera, a partir
de la seleccion genética temprana de los reproductores (RZ2009-00-08-000), financiado

por el Instituto Nacional de Investigaciones Agraria (INIA) han inspirado el presente
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trabajo de investigacion sobre criopreservacion del semen ovino a partir de reproductores
de estas dos razas seleccionados por su potencial capacidad de aportar variabilidad genética
a las distintas razas. Con ello, y gracias a la inseminacion artificial (1A) en los rebafios de
origen, se pretende poder colaborar en primer lugar, en frenar las pérdidas de variabilidad
genética de estas poblaciones y en segundo lugar, evitar la disminucion (y/o extincién) del

censo poblacional.

Sin embargo, es conocido que la IA en ovino no esta tan desarrollada como en el
caso del bovino, presentando tasas de fertilidad variables (de bajas a medias) cuando se
realiza IA cervical con semen congelado (O’Meara y col. 2005, Barbas y Mascarenhas,
2009). Estos pobres resultados se deben principalmente al dafio que sufren los
espermatozoides por el proceso de congelacion/descongelacion, asi como también a la
mortalidad embrionaria u otros factores relacionados con la hembra (Anel y col., 2005;
Aisen y col., 2005). Asi, con el objetivo de mejorar la supervivencia y funcionalidad de los
espermatozoides ovinos tras la descongelacion, el presente trabajo de investigacion se ha
centrado principalmente en la optimizacion de los protocolos de su crioconservacion
mediante el estudio de la sustitucion de varios de los componentes clasicos utilizados en la
congelacion espermatica, la presencia o no de plasma seminal, la adicion de otros
componentes como diferentes antioxidantes, asi como el efecto del fotoperiodo, la edad, el
individuo, la raza y la aplicacion de implantes de melatonina fuera de la época

reproductiva, mediante un complejo andlisis in vitro del semen crioconservado.

De hecho, un tema que siempre ha preocupado tanto a los investigadores como a los
técnicos dedicados a la conservacion de semen, es la utilizacion de componentes de origen
animal, como el suero sanguineo, la yema de huevo o la leche. En el caso concreto de los
ovinos, la yema de huevo fresco es el crioprotector no penetrante mas cominmente usado
durante afios por su capacidad de estabilizar la membrana del espermatozoide en los
diluyentes para congelar semen (Salamon y Maxwell, 2000; Leboeuf y col., 2000). Sin
embargo, el hecho de contener sustancias que pueden interferir en el metabolismo celular
reduciendo la motilidad espermatica (Moussa y col., 2002), la heterogeneidad de su

composicion entre lotes de huevos, junto con el potencial riesgo de contaminacion
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microbioldgica, hacen que la posibilidad de utilizar un sustituto a la yema de huevo sea

muy deseable.

En los Gltimos afios se han sugerido diferentes propuestas, siendo la yema de huevo
en polvo, una de ellas, al ser un producto que sufre un proceso de pasteurizacién para
destruir la contaminacion bacteriana, obteniéndose resultados satisfactorios en ovinos
(Marco-Jiménez y col., 2004). Asimismo, las lipoproteinas de baja densidad (LDL) del
huevo (Moussa y col., 2002 en toro; Tonieto y col., 2010 en morueco), el hidroxitolueno
butilado (BHT) (Khalifa y col., 2008) o la adicién de lecitinas de origen vegetal como la
lecitina de soja (Gil y col., 2003 ab, Forouzanfar y col., 2010), parecen presentar
prometedoras cualidades para ser posibles candidatos a sustitutos de la yema de huevo, lo
qgue podria suponer una mejora sustancial en la optimizacién de los protocolos de

crioconservacion espermatica.

Por otro lado, el glicerol es el crioprotector penetrante mas utilizado y eficaz en los
diluyentes de congelacién para rumiantes (Leibo y Songsasen, 2002), a pesar de ser
potencialmente citotoxico (Holt, 2000; Watson, 2000). La adicion de azucares como la
trehalosa en diluyentes para la congelacion de semen sin glicerol parece mejorar la
motilidad espermatica, pudiendo ser utilizada como crioprotector (Molinia y col., 1994), lo
que pudiera representar una alternativa al glicerol muy interesante (Tonieto y col., 2010),
aunque su efecto crioprotector podria ser también atribuido a su actividad antioxidante
(Aiseny col., 2005).

Asimismo, es de capital importancia valorar y reducir en lo posible el dafio
producido por el aumento en la generacidén de especies de reactivas de oxigeno (ROS)
durante la crioconservacion (Alvarez y Storey, 1992). La gran susceptibilidad de los
espermatozoides a la produccion excesiva de ROS se debe a que su membrana plasmatica
tienen un alto contenido de &cidos grasos insaturados, lo cual la hace susceptible a sufrir
peroxidacion lipidica (Amann y Pickett, 1987). Dicha peroxidacion esté relacionada con
una disminucién de la motilidad, viabilidad, integridad de la membrana plasmatica y del

acrosoma, y de la fertilidad, asi como con un aumento de la fragmentacion de DNA de los

12



espermatozoides (Salamon y Maxwell 2000). Una manera de reducir los efectos
perjudiciales de las ROS podria ser la adicion de componentes con capacidad antioxidante
al diluyente de congelacion para bloquear o prevenir el estrés oxidativo. Entre los diferentes
componentes antioxidantes, el butil hidroxitolueno (BHT) ha sido probado en distintas
especies como en espermatozoides de toro (ljaz y col., 2009) y de macho cabrio (Khalifa y
col., 2008), asi como tambien componentes tioles no proteicos como el Glutation (GSH), o
como la cisteamina, trehalosa y la cisteina que mejoran la motilidad post-descongelacion y
la capacidad antioxidante (Aisen y col., 2005; Bucak y col., 2007; 2008). Igualmente, la
melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) como antioxidante, ha sido probado en la
criopreservacion de espermatozoides del toro (Ashraf y col., 2013), en moruecos (Succu y
col., 2011) y porcinos (Jang y col., 2010) mejorando la motilidad, viabilidad y la integridad

de la membrana, después de la descongelacion.

Otro aspecto crucial en la conservacion del semen es el mantenimiento del pH del
diluyente en el que los espermatozoides son diluidos. Entre las soluciones tampones mas
empleadas se encuentran las de fosfato, citrato y bicarbonato. No obstante, a pesar de los
escasos estudios realizados para evaluar otras alternativas, la utilizacion de tampones
zwitterionicos parece mejorar la calidad in vitro de los espermatozoides ovinos tras la

descongelacion (Molinia 'y col., 1994).

También la eliminacion o no del plasma seminal y sus posibles efectos sobre la
supervivencia espermatica sigue siendo un tema de controversia en la crioconservacion
espermatica. De hecho, podemos encontrar tanto estudios que demuestran un efecto
positivo sobre la motilidad y aumento de la resistencia de espermatozoides al choque de
frio, como efectos deletéreos de la presencia del plasma seminal durante la congelacion
(Ashworth y col., 1994; Barrios y col., 2005 Aboagla y Terada 2003 Maxwell y col., 2007).

De igual manera, encontramos diferentes opiniones acerca del beneficio de
adicionar plasma seminal al semen descongelado. Mientras unos sugieren un aumento de la
motilidad espermatica y un incremento en el porcentaje de prefiez en ovejas inseminadas

(Maxwell y col., 1999), o incluso de promover la fecundacion in vitro de oocitos (Ghaoui y
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col., 2007), otros autores reportan efectos perjudiciales (Moore y col., 2005; Maxwell y
col., 2007) o sencillamente la ausencia de efecto del plasma seminal (Morrier y col., 2003;

de Graaf y col., 2007; Dominguez y col., 2008; Rovegno y col., 2012).

Definitivamente, las técnicas de contrastacion del semen, tanto para la utilizacién en
investigacion como en la practica, depende todavia del analisis seminal rutinario clasico.
Desafortunadamente, el analisis clasico de la calidad seminal tiene un valor muy limitado
para predecir la subsiguiente fertilidad de una muestra (Rodriguez-Martinez, 2003, Gillan y
col., 2005; Gadea, 2005), ya que éste implica la valoracion de pardmetros seminales como
la concentracion, motilidad y morfologia, en que, a menos que el parametro sea
extremadamente anormal, este analisis proporciona poca informacién pronostica (Freeman
y col., 2001, Gadea 2005).

Los estudios actuales sobre contrastacion seminal persiguen como objetivo final
identificar algin pardmetro cinético, morfoldgico o bioguimico que indique el estado de la
célula espermatica en un momento dado y que también pueda ser correlacionado con la
fertilidad y calidad del eyaculado (Graham, 2001; Foote, 2003; Gillan y col., 2005; Gadea,
2005; Rodriguez-Martinez, 2006; Silva y Gadella, 2006). En este sentido, los avances
tecnologicos realizados en los ultimos afios han permitido valorar caracteristicas
espermaticas de forma objetiva. Asi, se han desarrollado sistemas automaticos de analisis
de imagenes (CASA) (Gonzélez-Recio, y col., 2005; David y col., 2007) y sistemas
basados en la citometria de flujo (Kruger y col., 1999; Axner y Linde Forsberg, 2007), los
cuales proporcionan una gran cantidad de informacién para estudiar distintas caracteristicas
del espermatozoide. Asi pues, el conocimiento de la calidad seminal tras la descongelacion
permitird determinar el rendimiento de los machos para inseminaciones artificiales y por
tanto poder planificar el régimen de recuperaciones (Alvarez y col., 2000) en un programa

de conservacidn de recursos genéticos.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. PRODUCCION ESPERMATICA

Con la madurez sexual, se inicia la produccion continuada de espermatozoides
en el testiculo o espermatogénesis, proceso ciclico que comprende una serie de
fendmenos de division y diferenciacion celular, que en los pequefios rumiantes tiene una
duracion aproximada de 49 dias (Franca y col., 1999; Folch, 2000). El tiempo para que
se desarrollen las celulas es constante y no puede ser acelerado por ningln estimulo
hormonal, alimentacién o ritmo de eyaculacion. De hecho, la produccion espermatica
estd en relacion al volumen testicular, concretamente el morueco produce diariamente

unos 20 millones de espermatozoides por gramo de testiculo (Beltran de Heredia, 2009).

Sin embargo, una vez concluida la espermatogénesis, los espermatozoides
mamiferos aun no poseen el movimiento adecuado ni la capacidad de fusionarse al
oocito, a pesar de estar altamente diferenciados. Es durante su transito vy
almacenamiento en el epididimo y posterior transporte a través del tracto reproductor de
la hembra, donde los espermatozoides experimentan una secuencia de cambios
morfoldgicos, bioquimicos y cinematicos a traves de los cuales adquieren su capacidad
fecundante (Cooper, 1986).

El cambio morfolégico que se produce con mayor constancia durante la
maduracion espermatica en el epididimo es, en la mayoria de las especies, la
migracion de la gota citoplasmatica de proximal a distal y su posterior eliminacion del
flagelo. En estudios recientes, el analisis morfométrico asistido por ordenador ha
revelado cambios en el tamafio y la forma de los espermatozoides durante el transito
epididimario (Soler y col., 2000). La morfologia del nucleo no cambia drasticamente,
pero si se incrementa la estabilidad de la cromatina espermatica, como resultado del
aumento progresivo de puentes disulfuro (-S-S-) entre las protaminas del ADN ricas en
cisteinas (Yanagimachi 1988 y 1994). Los cambios de forma y estructura del acrosoma
son poco marcados en la mayoria de las especies, a excepcion del cobaya o la
chinchilla, donde si son mucho méas evidentes (Bellvé y O Brien, 1983). Algunos

componentes de la cola del espermatozoide también se estabilizan mediante puentes
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disulfuro, lo que puede condicionar las caracteristicas del movimiento del

espermatozoide maduro (Glover y col., 1990).

Durante su paso por el epididimo, los espermatozoides también sufren cambios
biogquimicos, que aunque afectan a todos sus compartimentos, las mayores
modificaciones se centran en la membrana plasmatica (Yanagimachi, 1988). El hecho
de que la osmolaridad y composicion quimica del fluido secretado por el epididimo sea
diferente en sus distintas partes justifica los cambios producidos en la membrana
plasmética del espermatozoide durante su transito, ya que su exposicion al fluido es
directa (Yanagimachi, 1994). La accion de sustancias secretadas por el epitelio
epididimario como proteinas, carnitina, acido salico o iones inorganicos, entre otros,
modifica la cubierta glicoproteica, de manera que la adsorcion de estas sustancias a la
superficie de la célula, sobre todo de las glicoproteinas, podria adquirir importancia en
la interaccion entre los gametos en el momento de la fecundacion (Bains y col., 1993).
Ademas la cantidad y composicién de los lipidos de la membrana espermatica también

varia y se da un aumento en la cantidad de colesterol.

La cinética de los espermatozoides también se modifica durante su transito
epididimario, adquiriendo el maximo potencial en la region de la cola, donde maés del
80% de los espermatozoides son ya mdviles (Beltran de Heredia, 2009). Probablemente,
son dos los procesos que regulan la motilidad en el epididimo; uno es la maduracién
efectiva del aparato flagelar, y el otro es la inhibicién de la motilidad para inmovilizar
los espermatozoides en el epididimo y cuidar sus reservas energéticas (Waberski 2007).
Esta fase de maduracion en el epididimo de los espermatozoides de morueco suele durar
entre 12 a 20 dias.

2.1.1. Factores sobre la produccion y calidad espermatica

La actividad reproductiva de los pequefios rumiantes esta influenciada, entre
otros, por varios factores estacionales (Pelletier y col., 1988), entre ellos se encuentra el
fotoperiodo (Delgadillo y col., 1991; Rodriguez y col., 2003), cuya accion se produce a
nivel del eje hipotalamo-hipofisis-gonada, via glandula pineal. Esta glandula recibe las
variaciones en las horas de luz/dia y actia como mediador transformando los impulsos

Opticos de la luz en descargas hormonales de melatonina. Durante los dias cortos, la
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glandula pineal aumenta la sintesis y secrecion de melatonina que actuaria a nivel del
sistema nervioso central variando la pulsatilidad de la secrecion de GnRH en el
hipotdlamo. Esto supone, en ultima instancia, un aumento de la secrecion de
gonadotropina LH, lo que favorecera el crecimiento testicular y la secrecion de
testosterona. Por el contrario, cuando el fotoperiodo es ascendente, a través del
mecanismo anteriormente citado se deprime la secrecion de LH y en consecuencia el

tamanio testicular y la secrecion de testosterona (Pelletier y col., 1988).

Sin embargo, la influencia del fotoperiodo depende a su vez de la localizacion
geografica, reduciendose a medida que nos acercamos a los trépicos (Corteel, 1981;
Chemineau, 1986). En este sentido, el tamafio testicular, la produccién espermaética y la
calidad de los eyaculados, asi como la capacidad de cubricion varian dependiendo de la
latitud en la que se ubican las diferentes razas (Vazquez y col., 1986). Asi, por encima
de los 40° de latitud, las variaciones estacionales son muy marcadas (Thimonier y
Mauleon, 1969), entre 30°- 40° se aprecia mayor produccion espermatica en verano y
otofio, como en el morueco lle-de-France, donde la produccién de espermatozoides
diaria por testiculo pasa de alrededor de 1.000 millones en primavera a 5.000 millones
en otofio (Dacheux y col., 1981). La calidad del semen y su fertilidad en inseminacién
artificial varian también. En la misma raza se ha observado méas de 20 % de
espermatozoides anormales y una fertilidad del 47,1 % en primavera, mientras que estos
valores son de 10 % y 68,4 % en otofio, respectivamente (Colas, 1980). En zonas
situadas a menos de 30° de latitud, sin embargo, las variaciones estacionales en la
produccion de células espermaticas son muy ligeras (Alonso de Miguel y Cognié,
1980), presentando los machos una calidad seminal aceptable durante todo el afio
(Lahlou-Kassi y Marie, 1985; Pérez y Mateos, 1996). En zonas de clima tropical o
subtropical, donde las variaciones del fotoperiodo a lo largo del afio no son tan
marcadas, cobran mayor importancia otros componentes climaticos tales como la
temperatura y la humedad relativa (Pérez y Mateos, 1996), y quizds también la
disponibilidad de alimento (Walkden-Brown y col., 1994; Pérez y Mateos, 1996).

En el ganado ovino también se ha evidenciado que tanto el comportamiento
sexual como la calidad seminal varian en funcion de la edad y raza (Chemineau, 1986;
Aisen 2004), aunque la libido puede estar mas condicionada por la estacion del afio que
por la propia edad de los animales (Delgadillo, 2004; Aisen y Venturino, 2004),
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pudiéndose observar que el nimero de montas, asi como de cépulas disminuyen durante
semanas e incluso meses fuera de la estacion reproductiva. Seguin Beltran de Heredia
(2009), los parametros seminales evolucionan de acuerdo a la edad de los animales, es
asi en los moruecos de la raza rasa aragonesa, donde la concentracion espermatica a los
9 meses varia entre el 50 y el 75 % de la de los moruecos adultos de 4 afios (Folch,
1984), de tal manera que los moruecos adultos presentan mejores resultados de

fertilidad y prolificidad que los animales menores de 1 afio (Beltran de Heredia, 2009).

Para Delgadillo y col., (1991), Aisen y Venturino (2004) y Beltradn de Heredia
(2009), existen diferencias estadisticamente significativas en las caracteristicas
espermaticas entre razas, tanto cuantitativas (volumen, concentracion y numero de
espermatozoides por eyaculado) como cualitativas (porcentaje de espermatozoides
maviles, movimiento progresivo y porcentaje de anomalias). Varios autores concluyen
que ademdas hay variabilidad individual en la produccion espermaética, existiendo
ademas una interaccidn entre machos y estacion, para los distintos pardmetros seminales
(Delgadillo y col., 1991; Pérez y Mateos, 1996).

Por otro lado, la calidad seminal de los animales domesticos esta influenciada
también por la actividad sexual o la frecuencia de recogida de esperma (Foote, 1978).
Jennings y Mcweeney (1976), en morueco, observan que el volumen de eyaculado,
junto a la concentracion y el numero total de espermatozoides disminuyen
significativamente tras eyaculados consecutivos. Asimismo se presenta una disminucion
de los movimientos progresivos en eyaculados de machos sometidos a una intensa

actividad sexual (Kaya y col., 2002).

Tampoco podemos olvidar que la temperatura del testiculo debe ser unos 5 °C
inferior a la temperatura corporal. Cuando esto no ocurre como consecuencia del calor,
fiebre, estrés,... la espermatdgenesis se altera, provocando un aumento de las anomalias
espermaticas en el eyaculado, disminuyendo la produccion y capacidad fecundante,
pudiendo llegar a la esterilidad de los moruecos, dependiendo de la intensidad del calor
y de la duracién en el tiempo que tenga el efecto (Colas, 1980; Delgadillo, 2004; Aisen
y Venturino, 2004).
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2.1.1.1. Uso de implantes de Melatonina

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una hormona secretada por la
glandula pineal del cerebro y participa en una serie de funciones fisioldgicas incluyendo
el control de la reproduccién estacional y también afecta el sistema inmune y los ritmos
circadianos (Awad y col., 2006). Los niveles plasmaticos de melatonina en la oveja son
basales durante el dia, de manera que inmediatamente, pasado unos 10 minutos del
inicio de la oscuridad, se elevan hasta alcanzar concentraciones entre 100-500 pg/ml.
Estas caracteristicas determinan que el perfil de secrecion de melatonina en periodos de
24 horas sea largo en invierno y corto en verano, de manera que la evolucion de la
duracion del mismo a lo largo del afio informa a la oveja del fotoperiodo prevalente

(Zarazaga y col., 1998).

Al igual que en las ovejas, en los moruecos, la melatonina presenta un ritmo de
secrecion circadiano, con concentraciones plasmaticas elevadas durante la noche y
disminuidas con la aparicion de la luz del dia (Lincoln y col., 1982). La variacién
estacional de los parametros reproductivos es menos marcada en el morueco que en las
ovejas, aunque en estacion no reproductiva también se observa una disminucion del
volumen y del didmetro testicular, deterioro en la calidad del semen, asi como una
alteracion del perfil hormonal (Schanbacher y Lunstra, 1976), afectando el desempefio

reproductivo de los moruecos.

Ha sido ampliamente demostrada la capacidad de la melatonina para revertir los
efectos de la estacionalidad en la reproduccion tanto en machos como hembras
(Fitzgerald y Stellflug, 1991; Chemineau y col., 1992; Abecia y col., 2008). El uso de
implantes de melatonina en el morueco durante la estacion no reproductiva se ha
asociado con mejoras en parametros reproductivos como el didmetro escrotal, la
produccion y calidad espermatica (Palacin y col., 2008). Se conoce que esta hormona
parece ejercer su accién principalmente en el eje hipotalamo-hipofisario (Webster y
col., 1991). Recientes estudios han demostrado su presencia y su variacion estacional,
junto con la testosterona, en el plasma seminal (Casao y col., 2010a), lo que, ademas de
su accidn relevante a nivel testicular y de las glandulas accesorias, sugiere también una

accion directa sobre la célula espermatica (Casao y col., 2010b)
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2.2 PLASMA SEMINAL

El plasma seminal es un fluido complejo, formado principalmente por
compuestos inorgénicos y organicos, entre los que se encuentran aminoécidos, &cidos
grasos, iones inorganicos, acido citrico, carbohidratos, sales organicas, prostaglandinas
y proteinas de bajo y alto peso molecular, en el cual se encuentran inmersos los
espermatozoides tras la eyaculacion. Esta constituido por una mezcla de secreciones
procedentes de los testiculos, del epididimo y de las glandulas sexuales accesorias, que
constituyen méas del 90% del eyaculado (préstata, vesiculas seminales y glandulas
bulbouretrales; Mann y Lutwak-Mann, 1981). La formacion de los diferentes
componentes del plasma seminal se producira segun se desarrolle el proceso de
maduracion del espermatozoide, asi en la red testicular se les van adherir varias
proteinas de la familia ADAMs (Blobel, 2000) y la hialorunidasa (pH20/2B1) (Seaton y
col., 2000) entre otras. Durante su transito por el epididimo, se producira la
remodelacion proteica y fosfolipidica de la membrana plasmatica espermatica con la
integracién de nuevas proteinas secretadas por el epididimo, principalmente en la region

de la cabezay el cuerpo (Gatti y col., 2004).

Tras la eyaculacion actuaran las distintas secreciones procedentes de la vesicula
seminal, prostata y glandulas bulbouretrales. Entre los compuestos secretados por estas
glandulas sexuales se encuentran metabolitos energéticos, como fructosa, inositol, acido
citrico y 4acido ascorbico (Garner y Hafez, 1993); aminoécidos tales como &cido
glutdmico, carnitina, taurina e hipotaurina; también enzimas protectoras contra
sustancias oxigeno reactivas (sustancias ROS), y otras que intervendran en la digestién
de los espermatozoides muertos y dafiados, asi como en la penetracién del ovocito
(Strzezek, 2002). Entre los compuestos inorganicos secretados se hallan principalmente
el zinc y el calcio, que actian como bactericidas y en la capacitacion espermatica,
respectivamente (Strzezek y col., 1987). Sin embargo, y a pesar de la gran cantidad de
componentes que posee el plasma seminal, son las proteinas las que contribuyen, de

forma mas relevante, a la regulacion de la mayor parte de las funciones espermaticas.

De hecho, las funciones de las sustancias contenidas en el plasma son complejas
y parcialmente conocidas, siendo algunas de ellas, la de medio de suspension,

regulacion del transporte de los espermatozoides y eliminacién de éstos en el 6rgano
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reproductor de la hembra (Matousek, 1985; Troedsson y col., 2005), prevencion de la
capacitacion prematura y estabilizacion de la membrana plasmatica (Desnoyers y
Manjunath, 1992; Villemure y col., 2003), ademas de mantener el pH y la osmolaridad
adecuada en cada especie. Asi mismo, también se han descrito funciones como la de
proteger a los espermatozoides de la fagositosis y del proceso inflamatorio en el tracto
de la yegua, (Alghamdi y col., 2004), acelerar la ovulacion en vacas (Revisado por
Juyenay Stelletta, 2012) o incluso inducirla en cerdas y camélidos (O'Leary y col., 2004
; Ratto y col., 2005), asi como la de asistir a las interacciones de espermatozoide-évulo
(Souza y col.,, 2008), ayudar a preparar el tracto reproductor materno para la
implantacion y desarrollo del embridon (Robertson, 2005) o incluso influir sobre la
fertilidad (Rozeboom y col., 2000).

Por otra parte, el conjunto de sustancias que componen el plasma seminal y la
cantidad producida es especifico y altamente variable entre especies. Las especies de
eyaculacion uterina (verraco, caballo, perro o alpaca) cuentan con eyaculados de mayor
volumen que en las especies de eyaculacion vaginal (toro, morueco o macho cabrio)
(Maxwell y col., 2007). Asi mismo, es variable entre individuos de la misma especie,
asi como entre eyaculados de un mismo individuo, pudiendo variar por diferentes
procesos patoldgicos, estacion del afio, tipo de alimentacion o estado fisiologico del
animal (Pérez-Pé y col., 2001a) o incluso variaciones en la composicion del plasma
seminal de diferentes machos ha sido relacionada con diferentes indices de fertilidad
(Killian y col., 1993; Moura y col., 2007).

2.3 CRIOCONCERVACION DE SEMEN OVINO

Durante los dltimos 50 afios, se han desarrollado y perfeccionado numerosas
técnicas con objeto de conseguir nacimientos mediante la aplicacion de dosis seminales
congeladas (Watson, 1979), obteniendo grandes avances en la congelacién del semen de
toro, mientras que en otras especies, como la ovina, los resultados de fertilidad han sido
inconsistentes y extremadamente bajos, como se deduce de la mayoria de estudios
publicados (O’Meara y col., 2005; Barbas y Mascarenhas, 2009).
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Estos pobres resultados pueden deberse a varios factores. Uno de ellos es el dafio
que sufren los espermatozoides por el proceso de congelacion/descongelacion. La
disminucion de la temperatura produce un dafio letal en algunos espermatozoides
conocido como shock térmico, provocando alteraciones morfoldgicas en la membrana
plasmatica, acrosomal y mitocondrial, (revisado por Aboagla y Terada, 2004), incluso
puede llegar a provocar una reaccion acrosémica prematura, acortando la vida del
espermatozoide y reduciendo su fertilidad (Watson 1995). La congelacion también
causa dafio celular debido al estrés osmotico y toxico por las concentraciones molares
de los agentes crioprotectores, y dafio mecénico debido a la formacion y disolucion de
cristales de hielo (revisado por Aboagla y Terada, 2004). Esta respuesta de los
espermatozoides de morueco a los procesos de congelacion/descongelacién puede variar
entre individuos dentro de la misma especie y estacion del afio (Salamon y Maxwell,
2000), lo que parece ser debido a diferencias en la composicion de las membranas.

Por otra parte, la tecnologia de la criopreservacion del espermatozoide incluye
distintas etapas importantes como es la eliminacion o no del plasma seminal mediante
centrifugacion, la dilucion del material seminal, la refrigeracion, las adiciones del
crioprotector, la congelacion propiamente dicha, el almacenamiento en envase
criogénico y por ultimo la descongelacion en el momento de su utilizacién. El disefio de
cada una de estas fases debe ir enfocado a producir el menor dafio posible sobre las
estructuras y el metabolismo del espermatozoide, siendo de especial importancia la
funcién y arquitectura de la membrana plasmética. La inadecuada adaptacion a las
etapas citadas anteriormente, asi como los cambios que va a sufrir la célula durante tan
delicado proceso, van a ser responsables de dafios 0 agresiones que pueden suponer una
pérdida de capacidad por parte del espermatozoide para llevar a cabo sus funciones con
normalidad (Watson, 1995; Gao y col., 1997). No obstante, se considera que las etapas
de enfriamiento, congelacion y descongelacion (Watson, 1990) y la adicion del agente
crioprotector (Watson, 2001) son las principales fuentes de dafio sobre las células en el

conjunto del proceso.

2.3.1. Refrigeracion, congelacion y descongelacion

En la fase inicial de la refrigeracion, previa a la congelacion, la temperatura de la
suspension espermatica se reduce desde valores fisioldgicos hasta valores ligeramente
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por encima de los 0 °C. Este cambio térmico va a poner de manifiesto la extrema
sensibilidad de los espermatozoides, sobre todo, a los descensos bruscos de temperatura,
mas conocidos como “shock por frio” (Parks, 1997) o a los debidos a la temperatura
final alcanzada, denominados como “dafio por enfriamiento extremo” (“chilling
injury””) (Watson, 1990, 1995). Asi, el espermatozoide manifiesta pérdida de la
integridad de membrana y de las funciones celulares al ser enfriado rapidamente en el
rango de 20 a 0 °C, aunque por lo general, el dafio resulta mas severo entre 12 y 2 °C
(Watson, 1995). Estas alteraciones pueden minimizarse si se utilizan velocidades de
enfriamiento muy lentas (< 10 °C/min) hasta cerca de los 4 °C (Parks, 1997). No
obstante, este enfriamiento lento también generara lesiones, aunque mucho menos

severas y extensas (Watson, 1990).

La sensibilidad al choque térmico varia entre las especies. Es asi que algunos
componentes, como son los fosfolipidos y los acidos grasos de la membrana
espermatica, son importantes en el grado de susceptibilidad de los espermatozoides de
las distintas especies al choque térmico (Poulos y col., 1973; Darin-Bennett y col.,
1974). De hecho, espermatozoides de toro, cerdo y morueco, conocidos por su elevada
susceptibilidad al choque térmico, presentan una elevada ratio entre &cidos grasos
poliinsaturados y saturados de aproximadamente 2,5-3,3, mientras que espermatozoides
del hombre presentan una ratio de 1. Dicha ratio tiene un efecto significativo en algunas
propiedades de los sistemas de membrana y esta correlacionado con la sensibilidad del

espermatozoide al choque térmico (Poulos y col., 1973).

Otro factor correlacionado con la susceptibilidad del espermatozoide al choque
térmico es la ratio colesterol/fosfolipidos, habiéndose observado que una ratio superior
a 0,5 confiere una mayor resistencia al choque térmico. De hecho, el colesterol existente
en el espermatozoide de toro y de morueco es la mitad del existente en el

espermatozoide del hombre (Darin-Bennett y White, 1977).

El choque térmico resulta de alteraciones en la organizacion de los lipidos de la
membrana del espermatozoide o fases de transicion lipidica (Drobnis y col., 1993). A la
temperatura fisioldgica, los fosfolipidos de membrana estan en un estado fluido y sus
cadenas de 4cidos grasos son flexibles (De Leeuw y col., 1990), mientras que algunos

lipidos no-bicapa, asumen una disposicion hexagonal, implicados en la formacién de un
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anillo alrededor de las proteinas que integran la membrana (Parks y Graham, 1992).
Cuando la temperatura de la membrana disminuye por debajo de la temperatura de
transicion de cada uno de los fosfolipidos individuales que la componen, éstos sufren la
fase de transicion termotrdpica del estado liquido-cristalino al estado gel, comenzando a
juntarse (Quinn, 1989). Concretamente, las cadenas de acidos grasos toman rigidez y se
aislan en dominios de gel, de los cuales son excluidas las proteinas de la membrana que
se concentran en areas fluidas (De Leeuw y col., 1990). Este fenomeno afecta las
funciones de las proteinas, por ejemplo, en los canales proteicos ionicos (Watson,
2000).

Ademas, durante la fase de enfriamiento hasta 5 °C, se han detectado cambios
similares a la capacitacion o “criocapacitacién”, siendo uno de los procesos
responsables de las alteraciones morfofuncionales que sufren las células espermaticas.
Este proceso ha sido descrito en los espermatozoides de un gran nimero de especies
como el cerdo (Watson, 1996; Maxwell y Johnson, 1997), raton (Fuller y Whittinghan,
1996), toro (Cormier y col., 1997), morueco (Gillan y col., 1997) y garafion (Schembre
y col., 2002; Thomas y col., 2006).

En el caso de la criocapacitacion, Green y Watson (2001) propusieron la
siguiente secuencia de acontecimientos para explicar su aparicion: el enfriamiento del
medio en el que se encuentran los espermatozoides produce la desestructuracion de la
membrana, afectando a los procesos de transporte selectivo de sustancias de la misma,
alterando su permeabilidad y provocando un incremento de la concentracion intracelular
de Ca . La acumulacién de Ca®** en el medio interno produce la activacién de las
proteinas-kinasas responsables de desencadenar la cascada de procesos similares a la
capacitacion. Tanto en la capacitacion fisiologica, como en la criocapacitacion, el
resultado final va a ser la desestabilizacion de la membrana plasmatica y la reaccion
acrosomica (Green y Watson, 2001). Tras la capacitacion ,el espermatozoide va a sufrir
una drastica reduccion de su vida uatil, y en el caso de los espermatozoides
criocapacitados una disminucion manifiesta de su fertilidad al sufrir dicho cambio fuera
del aparato reproductor de la hembra (Green y Watson, 2001; Kaneto y col., 2002). Este
fendmeno se agrava en aquellas especies (como el cerdo o el caballo) en los que la

hembra presenta celos de larga duracion.
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En lo que respecta a las fases de congelacion y descongelacion, las teorias
propuestas para explicar el dafio celular hacen referencia a las consecuencias de la
formacion de hielo y a su disolucién, las cuales dependen de las velocidades de
enfriamiento y calentamiento, respectivamente (Watson, 1995). No obstante, la mayoria
de los tipos celulares no sobreviven a la congelacion en ausencia de algin agente
crioprotector. La incorporacion de estas sustancias a la suspension celular modifica el
trazado de la curva, incrementando el porcentaje de supervivencia, en un rango
determinado de velocidades de enfriamiento respecto de los valores que se obtienen en
su ausencia. Se establece, ademds, una interaccion entre la concentracion del
crioprotector y la velocidad de enfriamiento, de tal manera que la optimizacion del
proceso, cuando se afiaden altas concentraciones de crioprotector, requiere utilizar

velocidades de enfriamiento més répidas, y viceversa (Watson, 1990).

En moruecos para evitar los efectos adversos del choque frio se emplean
velocidades de refrigeracion moderadas y homogéneas (-0,1C/min. a -0,5C/min.), las
cuales descienden la temperatura del semen de 30 °C a 5°C en periodos de tiempo de
una a cuatro horas (Graham, 1978; Fiser y Fairfull, 1984; Vazquez y col., 1986). La
velocidad éptima de congelacion va a depender del tipo celular; y dentro de los
espermatozoides, de la especie de procedencia, oscilando la velocidad 6ptima de
enfriamiento entre -10 y -80 °C/min (Watson, 1995), siendo, por ejemplo, de -30 a -50
°C/min para el del verraco, -50 a -60 °C/min para el del morueco, y -26 a -52 °C/min
para el del toro (Woelders, 1997).

Durante la fase de descongelacién, también se producen efectos letales en la
célula, con lo que la efectividad de una congelacién bien llevada, a la practica, puede
quedar anulada si no se realiza adecuadamente la descongelacion. Se considera, asi, que
el verdadero desafio al que se enfrenta la célula en el proceso de criopreservacion lo
constituye una franja de temperaturas de -15 a -60 °C, la cual afecta negativamente a su
integridad, y por la que deben pasar en dos ocasiones, una vez durante el enfriamiento y
otra durante la descongelacion (Mazur, 1985). La supervivencia al proceso requiere,

pues, afrontar con éxito una etapa de congelacion y otra de descongelacion.

Se han propuesto dos mecanismos dafiinos para el proceso de descongelacion,
asociados a dos situaciones particulares. En primer lugar, si las células se han congelado
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muy rapidamente, y se produce un calentamiento lento, existira un fenémeno de
“recristalizacion”, en virtud del cual, los microcristales formados en el interior de la
célula tienden a agruparse y a formar cristales de mayor tamafio, con las consiguientes
consecuencias letales (Mazur, 1985). Y, en segundo lugar, células congeladas
lentamente, en presencia de un crioprotector penetrante, pueden quedar lesionadas
mediante estrés osmotico si se descongelan demasiado rapidamente ante la
imposibilidad de que el crioprotector abandone la célula lo suficientemente rapido como
para mantener el equilibrio osmotico, con el consiguiente hinchamiento por efecto de la
entrada de agua (Watson, 1990). La velocidad de descongelacion 6ptima, por tanto,
depende de la pauta de enfriamiento seguida, pero debe representar una situacion
intermedia entre los dos extremos anteriores, con la que se minimicen los dafios que se
causen por inapropiadas velocidades de transporte de solutos y agua a través de las
membranas, y por el agrupamiento de los microcristales intracelulares de hielo
(Hammerstedt y col., 1990).

También se han constatado desestabilizaciones moleculares en el plasmalema a
causa del cambio de temperatura, contribuyendo a la aparicion de lesiones durante esta
fase. Holt y col., (1992), por ejemplo, comprobaron la aparicion de alteraciones en la
membrana plasmatica que se manifestaban solo durante esta etapa de descongelacion, y
para las que sugirieron un mecanismo causal basado en el fendmeno de transiciones de
fase de los lipidos de membrana, resaltando asi la importancia de la descongelacion en
el ciclo de criopreservacion. Se ha propuesto, entonces, que las membranas se
desestabilizan inicialmente durante la etapa de congelacion, tanto por efecto de las bajas
temperaturas como por la exposicion a altas concentraciones salinas, y ello resulta en
una degeneracion postdescongelacion, al combinarse nuevamente efectos letales de

naturaleza térmica y osmotica (Holt y North, 1994 a).

Ademas, generalmente durante la conservacion, los espermatozoides y las
bacterias contaminantes producen metabolitos que pueden reducir el pH del diluyente.
El pH interno del espermatozoide estéa directamente relacionado con el pH del diluyente
Yy, a su vez, con la motilidad; asi cuando el pH del diluyente baja, también la motilidad y
el metabolismo espermatico bajan (Gadea, 2003). El principal responsable de este

descenso en el pH es el acido lactico producido por el metabolismo glucolitico del
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espermatozoide y que ha sido también usado como indicador de calidad seminal (Rigau
y col., 1996).

Como ya ha sido mencionado previamente, cada uno de los pasos del proceso de
crioconservacion reduce la viabilidad y aumentan los fallos en la funcionalidad de los
espermatozoides supervivientes (Parinaud y col., 1997; Chatterjee y Gagnon, 2001;
Kankofer, y col., 2005) que disminuyen su potencial fecundante. Estos dafios son
también debidos, en parte, al estrés oxidativo (Alvarez y Storey, 1992; O Flaherty y
col., 1997; Chartterjee y Gagnon, 2001) como ha sido demostrado en espermatozoides
de hombre (Aitken, 1999; Agarwal y col., 2003), de caballo (Baumber y col., 2000;
2003), de morueco (Peris y col., 2007), de toro (Bilodeau y col., 2001; Bilodeau y col.,
2002; Nair y col., 2006) y de gato (Thuwanut y col., 2008).

El estrés oxidativo es provocado por la formacion de gran cantidad de especies
reactivas al oxigeno (ROS) o moléculas que contienen radicales libres, debido a un
mecanismo antioxidante deteriorado (Sikka, 2001; Agarwal y col.,, 2003). Las
principales ROS que se conocen y que tienen relacion con la funcionalidad espermaética
son el anion superoxido (O,"), el peroxido de hidrogeno (H,0,), el peroxil (ROO") y la
mayoria de los radicales hidroxilos (OH"), cuya presencia en el ambiente espermatico se

relaciona con el aumento de espermatozoides muertos (Peris, y col., 2007).

De hecho, el estrés oxidativo es una situacion celular generalmente caracterizada
por un desequilibrio entre la produccion de ROS y la capacidad de barrido de los
antioxidantes. Cuando la produccion de ROS excede el sistema de defensa antioxidante
disponible, se produce el dafio oxidativo en los organulos del espermatozoide a traves
del dafio de lipidos, proteinas y ADN, asi como se producen aldehidos citotoxicos como
el malondialdehido (MDA) que acaban finalmente con la muerte del espermatozoide
(Bucak y col., 2009). Normalmente la liberacion espontanea y controlada de moléculas
de oxigeno favorece las bajas concentraciones de ROS vy esta fisiologicamente
implicada en el mantenimiento de la capacidad fecundante del espermatozoide (Alvarez
y Storey, 1982, 1984). Este sistema esta formado por glutation reducido (GSH),
glutation peroxidasa (GSHPX), catalasa (CAT), superoxido mutasa (SOD) y quelantes
de metales (transferrina, lactoferrina y ceruloplasmina), sistema descrito como

mecanismo de defensa contra la peroxidacion de lipidos en semen, importante para el
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mantenimiento de la motilidad y viabilidad espermatica (Bilodeau y col., 2001; Gadea y
col., 2004). Sin embargo, esta capacidad antioxidante puede ser insuficiente para
prevenir la peroxidacion de lipidos durante el proceso de congelacion/descongelacion o
verse reducida por efecto de la dilucién del semen, ya que el plasma seminal también
interviene en el mantenimiento del equilibrio entre la generacion de ROS y su

neutralizacion.

En trabajos realizados con eyaculados de morueco, se observa que tras el
proceso de congelacion y descongelacion solamente entre el 40 y 60 % de los
espermatozoides preservan su motilidad, aunque apenas un 20-30% se mantienen
bioldgicamente integros. Esto es indicativo de que la motilidad y la estructura del
espermatozoide se afectan en distinto grado, desconociéndose si las alteraciones se
producen simultaneamente o en distintas fases del proceso de congelacion y
descongelacion (Salamon y Maxwell, 1995).

2.3.2. Adicion del agente crioprotector (Diluyentes de congelacion)

Los diluyentes seminales de congelacién deben cumplir unos requisitos de pH,
capacidad tampon, osmolaridad y fuerza idnica. Ademas, han de contener una fuente de
energia para el espermatozoide, no deben deteriorarse durante el almacenamiento previo
a su uso y sobre todo deben proporcionar a la célula espermatica proteccion frente a los
efectos de la bajada de temperatura, refrigeracion, congelacion y descongelacion
(Watson, 1979). Sin embargo a pesar de su importancia, apenas han sufrido
modificaciones en las Gltimas décadas. En general, los medios de crioproteccion
incluyen, como principales componentes los agentes crioprotectores, tanto penetrantes
como no penetrantes, azucares, lipoproteinas, detergentes, aditivos y antibi6ticos
(Johnson y col., 2000; Barbas y Mascarenhas, 2009).

2.3.2.1 Yema de huevo y otros productos derivados

La yema de huevo es un componente basico que esta presente en casi todos los
diluyentes para refrigeracion y congelacion, cuyas caracteristicas protectoras contra el
frio son conocidas desde los trabajos en 1940 de Phillips y Lardy, que comunicaron los
efectos beneficiosos de la inclusion de yema de huevo en los diluyentes usados para
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conservar espermatozoides bovinos a 5 °C. La yema de huevo desde entonces ha sido
utilizada rutinariamente con éxito en los diluyentes de congelacion de semen de muchos
animales domésticos y salvajes. Su composicion es una mezcla compleja compuesta
principalmente de 68 % de lipoproteinas de baja densidad (LDL), 16 % lipoproteinas de
alta densidad (HDL), 10 % de levetelinas y 4 % fosfivitinas (revisado por Dauphas y
col., 2006).

El mecanismo exacto por el cual la yema de huevo ayuda a preservar los
espermatozoides durante el proceso de congelacion-descongelacién, es desconocido
(Salamon y Maxwell 2000). Sin embargo, se cree que los fosfolipidos, colesterol y
lipoproteinas de baja densidad de la yema de huevo pueden ser los factores que
proporcionan proteccion a los espermatozoides contra el shock por frio, actuando a
nivel de la membrana celular, manteniendo la motilidad espermatica, reduciendo la
produccion del enzima acrosomal hialuronidasa, y manteniendo la integridad de la
membrana mitocondrial (Thérien y col., 1999; Bergeron y col., 2004) Asimismo, la
yema de huevo también contiene granulos y sustancias (lipoproteinas de alta densidad y
minerales) que pueden interferir en el metabolismo celular reduciendo la motilidad
espermatica (Pace y Graham, 1974). La concentracién de yema de huevo utilizada
habitualmente oscila entre 15 y 30 %, concentraciones superiores o inferiores reducen la
proporcion de espermatozoides con motilidad tras la descongelacién en moruecos
(Salomon y Maxwell 2000)

Sin embargo, el uso de yema de huevo en los diluyentes de congelacion del
semen no estd exento de inconvenientes. Las tres principales desventajas de su
utilizacion son: 1) que al ser un componente de origen animal presenta un potencial
riesgo de contaminacion de endotoxinas en las dosis de inseminacion artificial, capaces
de dafar la fertilidad de los espermatozoides (Bousseau y col., 1998); 2) que su
preparacion no es practica, ya que antes de afiadir la yema de huevo en el diluyente el
usuario tiene que romper el huevo manualmente y aislar cuidadosamente la yema, y 3)
al ser un producto muy complejo, su composicion puede ser extremadamente variable

entre lotes.

En los ultimos afios, ha crecido el interés por el uso de las LDL extraidas de la
yema de huevo (Moustacas y col., 2011) en los diluyentes de conservacién, en lugar de
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yema de huevo fresco. Es asi que Moussa y col. (2002) obtuvieron resultados
satisfactorios en la congelacion de semen de toro cuando sustituyeron la yema de huevo
por un 8 % (w/v) de LDL, en términos de movilidad y algunas caracteristicas del
movimiento espermatico. Lamia y col. (2004) confirmaron que la presencia de LDL en
el diluyente de criopreservacion de semen de toro mejoraba la capacidad fecundante
después de la congelacion-descongelacion. Igualmente en cerdos, la adicion de LDL en
el medio mejoro la motilidad, la integridad de la membrana plasmatica, del acrosoma y
la integridad del ADN después de la congelacion-descongelacion (Hu y col., 2006;
2008; Jiang y col, 2007). Sin embargo, otros autores, al utilizar concentraciones de 8,
12,16y 20 % (w/v) de LDL liofilizado en la congelacion de espermatozoides ovinos no

obtuvieron resultados satisfactorios (Moustacas y col., 2011)

De hecho, las moléculas de LDL y los mecanismos exactos involucrados que
participan durante la crioproteccion de los espermatozoides durante este proceso ain no
estan claros (Hu y col., 2006). Se plantean varias hipdtesis para explicar las capacidades
de crioproteccion de las LDLs. En primer lugar, se propone que las LDL se adhieren a
la membrana plasmatica de los espermatozoides formando una pelicula protectora en la
superficie, proporcionandoles proteccion mediante la estabilizacion de su membrana
durante la congelacion (Watson, 1975; Foulkes, 1977; MacDonald y Foulkes, 1981). En
segundo lugar, se propone que LDLs podrian fusionarse con la membrana plasmatica y
reemplazar los fosfolipidos de la membrana que se pierden o son dafiados, aumentando
asi la tolerancia de los espermatozoides al shock de frio durante la congelacién (Foulkes
y col., 1980; Graham y Foote, 1987). En tercer lugar, se propone que las LDLs
compiten con los péptidos catidnicos perjudiciales del plasma seminal en la union a la

membrana de los espermatozoides (Bergeron y col., 2004.; Bergeron y col., 2005).

Con el objetivo de concentrar las LDLs, algunos autores estan utilizando la yema
de huevo clarificada, la cual se obtiene a través de un proceso de centrifugacion de la
yema de huevo fresco con la finalidad de separar sus dos fracciones principales: los
granulos y el plasma (yema de huevo clarificada), el cual se compone principalmente de
85 % de LDL y 15 % de livetelinas (Anton y col., 2003). La yema de huevo clarificada
ha sido utilizado como crioprotector no penetrante en diluyentes para semen de caballo
(Pillet y col., 2011), de toro (Moussa y col., 2002), beneficiando la viabilidad
espermatica post-descongelacion, por su alta concentraciéon de LDL y por la eliminacién
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de los componentes de la yema de huevo (granulos y minerales) que se adhieren a la
membrana y que tiene un efecto negativo en la motilidad y respiracion espermatica
(Pace y Graham, 1974).

También la utilizacion de la yema de huevo en polvo, con el objetivo de destruir
la contaminacidn bacteriana y de respetar las leyes establecidas para el consumo
humano (Thibier y Guerin, 2000), al ser un producto que sufre un proceso de
pasteurizacion, podria ser un sustituto muy interesante a la yema de huevo fresco,
incluso reduciendo parcialmente la heterogeneidad de la composicién de los lotes. No
obstante, los trabajos de congelacion de espermatozoides con yema de huevo en polvo
son escasos, salvo el trabajo de Marco-Jimenez y col., (2004), quienes trabajaron con
yema de huevo fresco y liofilizada en la congelacién de semen de moruecos de la raza
Guirra. En este estudio, los porcentajes de espermatozoides con acrosomas intactos
fueron similares para ambas yema de huevo, pero se observé un aumento significativo
en el porcentaje de total de espermatozoides moviles (+9%) cuando los espermatozoides

habian sido congelados en el diluyente que contiene yema de huevo en polvo.

2.3.2.2. Lecitina de soja

La lecitina de soja, es un crioprotector de origen vegetal y su uso estd
considerado como una alternativa a la yema de huevo para la criopreservacion de
espermatozoides en diversas especies, ya que contiene alto contenido de LDL. La
lecitina de soja ha sido estudiada en diversas especies como la ovina (de Paz y col.,
2010; Forouzanfar y col., 2010; Khalifa y col., 2013), bovina (Ricker y col., 2006,
Stradioli y col., 2007), equina (Aurich y col., 2007), caprina (Vidal y col., 2013;
Salmani y col., 2013) y en peces (Yildiz, y col., 2013). La adicion de lecitina en los
diluyentes de crioconservacion parece no tener ningun efecto citotéxico (Fiume, 2001)
ni efecto negativo en la motilidad de los espermatozoides (Hong y col., 1986).
Igualmente, Ricker y col., (2006), describieron el mecanismo de estabilizacion de la
membrana espermatica de toro, observando la presencia de agregados lipidicos en la
membrana y el efecto protector en la movilidad, viabilidad y fertilidad ejercido por los
diluyentes con lecitina de soja como estabilizador de membrana. Actualmente existen
varios diluyentes comerciales que incluyen en su composicion la lecitina de soja y que

han sido ensayados en distintas especies con resultados dispares como el diluyente
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Biociphos Plus® en espermatozoides de toro (Muifio y col., 2007), el Bioexell® en

semen de morueco (Gil y col., 2003b) o el Botu-Crio® en caballo (Papay col., 2011).

2.3.2.3 Glicerol

El descubrimiento del glicerol como agente crioprotector se debe a Polge y col.
(1949) y ha marcado un avance notable en la preservaciéon del semen por medio de la
congelacion. Esta sustancia ocupa simultaneamente la membrana y los compartimentos
extra e intracelulares (Mazur, 1984). Sin embargo, Amann y Pickett (1987), asi como
Almlid y Johnson (1988), sugieren que su principal efecto crioprotector se ejerce a nivel
extracelular. Su funcién a este nivel consiste en aumentar el volumen del medio extra-
celular y la proporcion de agua en estado de no-congelacion, haciendo disminuir las
concentraciones de los electrolitos y por tanto, minimizando los “efectos de solucién”
(Mazur, 1984). Ademas, y mediante la estimulacion osmotica de la deshidratacion
celular, el glicerol consigue disminuir el volumen del agua intracelular disponible para
congelarse (Medeiros y col., 2002). Los efectos sobre la osmolaridad celular no son los
unicos, el glicerol también parece ejercer un efecto directo en la membrana plasmaética
(Parks y Graham, 1992).

Por otra parte, existe consenso en que a pesar de que el glicerol protege las
membranas del espermatozoide durante la criopreservacién, también ejerce una cierta
toxicidad celular (Fahy y col., 1990), produciendo alteraciones en las caracteristicas
fisicas del citoplasma, en su organizacion y viscosidad, en la permeabilidad y la
estabilidad de la membrana plasmatica, en la unién no-covalente de las proteinas a la
superficie del espermatozoide, y en el metabolismo y equilibrio bioenergético
(Hammerstedt y Graham, 1992). Las alteraciones resultantes pueden mermar la
fertilidad del espermatozoide, aunque tenga motilidad tras la descongelacion (Watson,
1979).

No obstante, el glicerol es el crioprotector mas cominmente utilizado en la
congelacion de espermatozoides de mamiferos (salvo algunas excepciones) (Watson,
1990, 1995; Holt, 2000), recomendandose su utilizacion a concentraciones de entre 6 y
9 %. No obstante, la tolerancia al glicerol varia extremadamente entre las especies,

mientras que en espermatozoides de toro, morueco y caballo se utilizan concentraciones
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comprendidas entre el 4 y el 9% (Watson, 1990), en el verraco (Watson, 1990, 1995;
Holt, 2000) o el raton (Holt, 2000) no es recomendable incluir mas de un 3%, o un

1,75%, respectivamente.

De hecho, el estrés osmético se produce a consecuencia de la penetracion del
crioprotector en la celula, lo que depende del grado de permeabilidad de la membrana a
dicha sustancia (Watson, 1995) y de la temperatura a la que se afiade el glicerol. Asi, el
nivel de glicerol incluido en los diluyentes para la congelacidn de semen de carnero esta
limitado por su toxicidad, la cual depende de las tasas de enfriamiento y congelacion, la
composicion del diluyente y el método de adicionar el glicerol (Anel y col., 2003). En la
congelacion de semen por el método lento convencional y usando principalmente
diluyentes hipertédnicos, el rango de glicerol mas frecuentemente usado es de 6-8%, ya
gue niveles superiores causan dafio a las células disminuyendo su supervivencia (Barbas
y Mascarenhas, 2009). Respecto a la temperatura a la que el glicerol debe afadirse, 5°C
parece dar mejores resultados de supervivencia espermatica que la adicion a 30°C, ya
que a esta temperatura la membrana espermatica es mas permeable y por lo tanto tiene
un mayor efecto toxico (Gao y col., 1997). Sin embargo, varios autores han descrito que
la dilucion del semen en un Unico paso en el diluyente con glicerol a 30°C es una
técnica practica para congelar semen de carnero (Evans y Maxwell, 1987), aunque la
eficacia del método dependera también de otros factores como el contenido de azlcar

del diluyente (Salomon y Maxwell, 1995).

2.3.2.4. AzUcares

En pequefios rumiantes, los efectos beneficiosos de los azlcares en los
diluyentes sobre la viabilidad post-descongelacion de los espermatozoides han sido
descritos en numerosas ocasiones (Aisen y col., 2002; Choe y col., 2006; Bucak y col.,
2007; Tonieto y col., 2010), ya que proporcionan un substrato energético para las
células durante la incubacion, manteniendo la presién osmatica del diluyente y actuando
como crioprotector (Leibo y Songsasen, 2002). Diferentes estudios parecen demostrar
que la utilizacion de diluyentes hiperosmoticos con un gran rango de concentraciones de
azlcares mejora la integridad de los espermatozoides tras la descongelacidn. Azlcares
no penetrantes como la sacarosa, trehalosa, rafinosa o lactosa proporcionan

hipertonicidad a los diluyentes, causando la deshidratacion de las células antes de la
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congelacion, sugiriendo una mayor eficacia de los disacaridos frente a los
monosacaridos (Aisen y col., 2002, Aboagla y Terada, 2003).

Sin embargo, otros investigadores demostraron que la adicion de disacaridos en
presencia de glicerol no mejoraba la supervivencia espermatica tras la descongelacion,
aunque la inclusion de trehalosa en diluyentes sin glicerol si parece mejorar la motilidad
espermatica, pudiendo ser utilizada como crioprotector (Molinia y col., 1994),
promoviendo la deshidratacion celular y reduciendo los efectos negativos del reflujo de
agua durante la congelacion y de la formacion de cristales de hielo (Aisen y col., 2002;
2005). Ademas la trehalosa es capaz de interaccionar con los fosfolipidos y proteinas de
la membrana proporcionandole una mayor flexibilidad contra el dafio celular provocado
por la congelacion (Aisen y col., 2002; Bucak y col., 2007). También su efecto
crioprotector puede ser atribuido a su actividad antioxidante (Aisen y col., 2005). De
esta manera, el uso de trehalosa representa una alternativa al glicerol muy interesante
(Tonieto y col., 2010), a pesar de que el glicerol sea considerado el crioprotector mas

eficaz para rumiantes (Leibo and Songsasen, 2002).

2.3.2.5. Soluciones Tampones

La adicion de agentes tamponadores a los diluyentes de conservacion puede
ayudar a controlar el pH. Dicho tamp6n deberia tener una gran capacidad tamponadora
independiente de la temperatura, en el rango del pH del espermatozoide funcional, ser
atoxico y neutral para las células y no reaccionar con otros componentes del diluyente.
Entre estos agentes hay una importante variacion de rangos y capacidades, pudiendo
tener un impacto en los sistemas bioldgicos, actividades enzimaticas, sustratos o co-

factores (Yéaniz y col., 2005).

Generalmente, el tampdén TRIS (hidroximetil aminometano) y/o citrato son
incluidos como componentes basicos de los diluyentes de crioconservacion espermatica
de los ovinos (Salamon y Maxwell, 2000; Yaniz y col., 2008). A pesar de los escasos
estudios realizados para evaluar otras alternativas a estos tampones en la composicién
de diluyentes semi-sintéticos, existen evidencias que sugieren que la utilizacion de
tampones zwitterion podrian mejorar la calidad in vitro de los espermatozoides ovinos

tras la descongelacion (Molinia y col., 1994). No obstante, la adicion de este tipo de
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tampones zwitterion no supuso ningun efecto beneficioso durante el proceso de
congelacion de espermatozoides caprinos (Tuli y Holtz, 1992), aunque estudios mucho
mas recientes, también en caprino, parecen confirmar que dichos tampones, pueden ser
una buena alternativa para ser incluida en la composicién de los diluyentes (Yéaniz y

col., 2005), pero de refrigeracion.

De hecho, Graham y col. (1972) ya demostraron que el tampdn zwitterionic Tes
combinado con Tris (TEST) resultdé ser el sistema tampon més satisfactorio para
congelar espermatozoides de toro, sistema también utilizado en otras especies como la
ovina (Anel y col., 2003) y en la gacela (Garde y col., 2008). De nuevo, hay que tener
en cuenta las posibles interacciones entre los distintos componentes, ya que pueden
afectar a la eficacia de los diluyentes como sugirio ya Watson (1979), al describir que el
efecto protector de la yema de huevo podia variar dependiendo del sistema tampdn
utilizado.

2.3.2.6. Antioxidantes

Una manera de reducir los efectos perjudiciales de las ROS podria ser la adicién
de componentes con capacidad antioxidante al diluyente de congelacion para bloquear o
prevenir el estrés oxidativo. Entre los diferentes componentes antioxidantes, la taurina,
aminodcido sulfatado presente tanto en el fluido epididimario y oviductal, (Alvarez y
Storey, 1984; Bucak y col., 2007), componentes tioles no proteicos como el glutation
(GSH), otros componentes como la cisteamina, la trehalosa y la cisteina (Aisen y col.,
2005; Bucak y col., 2007; 2008), asi como la glutamina y el acido hilurénico (Bucak y
col., 2009) han sido probado por varios investigadores.

También el butil hidroxitolueno (BHT), antioxidante sintético fenolico andlogo
de la vitamina E, ha sido utilizado en la crioconservacion de espermatozoides de
diferentes especies, describiéndose efectos beneficiosos por muchos investigadores,
como Donoghue y Donoghue (1997) en pavos, Anderson y col., (1994) y Shoae y
Zamiri (2008) en el toro, Roca y col., (2004) en cerdo y Khalifa y col., (2008) en
espermatozoides caprinos. Estos investigadores reportaron que la inclusion de BHT en
diluyente mejord las caracteristicas de los espermatozoides evaluados después del
proceso de la refrigeracion y/o congelacion, a excepcion de la inclusion de BHT al
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diluyente de refrigeracion de caballo, donde no pudo influir positivamente en la
motilidad (Ball y col., 2001). Sin embargo, el mecanismo exacto por el cual el BHT
protege al espermatozoide durante la crioconservacion no esta bien estudiado, aungue si
se conoce que su efecto en la prevencion de dafios a los espermatozoides depende de
diferentes parametros, tales como la especie, la concentracion de BHT en el diluyente,
la composicion de la membrana espermatica, el tiempo de incubacion y la composicion
del diluyente basico (Watson y Anderson, 1983; Killian y col., 1989; Ball y col., 2001;
Rocay col., 2004).

También la melatonina parece tener propiedades antioxidantes, proporcionando
defensas contra el dafio oxidativo, especialmente contra la peroxidacion lipidica de la
membrana del espermatozoide (Gavella y Lipovac, 2000), protegiendo ademas a las
mitocondrias del dafio inducido por la produccion de ROS (Paradies y col., 2010). La
melatonina inactiva a radicales altamente reactivos como es el caso del anion
superéxido (O;7), peroxido de hidrégeno (H.0,), peroxil (ROQ") y la mayoria de los
radicales hidroxilos (OH"). La melatonina también estimula las actividades de las
enzimas involucradas en la metabolizacion de ROS y preserva la fluidez de la
membrana celular (Reiter, 2000). De hecho, Hyun-Yong y col., (2006) obtuvieron
resultados significativamente superiores de motilidad espermética durante la
conservacion in vitro de semen de cerdo con diferentes concentraciones de melatonina.
También Succu y col., (2011) en semen de morueco demostraron que la suplementacién
de 1 mM de melatonina en el diluyente Ilevé a mayores tasas de viabilidad, de motilidad
total y progresiva, asi mismo como concentraciones superiores de ATP intracelulares y
una mayor integridad del ADN en espermatozoides congelados/descongelados. Sin
embargo, hay opiniones divergentes como la de Tanyildizi y col., (2006) que
demostraron que la melatonina causé una disminucion significativa de la motilidad en
espermatozoides de toro incubados in vitro o la de Gwayi y col., (2002) que reportaron

efectos negativos sobre la motilidad progresiva de espermatozoides de rata.

2.4. ANALISIS SEMINAL

El analisis seminal o espermiograma incluye una serie de pruebas que evalGan

diversos factores o funciones de la célula espermatica. Como resultado del analisis
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seminal podemos calificar a la muestra como apta 0 no apta para uso en inseminacion

artificial en fresco, refrigerada o crioconservada.

Como ya ha sido introducido previamente, las técnicas de contrastacion del
semen, tanto para la utilizaciéon en investigacion como en la préctica, depende todavia
del analisis seminal rutinario clésico, a pesar de su limitado valor para predecir la
subsiguiente fertilidad de una muestra (Rodriguez-Martinez, 2003, Gillan y col., 2005;
Gadea, 2005).

Sin embargo, el analisis de muchos otros aspectos de los espermatozoides,
gracias a diferentes avances metodoldgicos, puede ayudar a identificar el estado de la
célula espermatica en un momento dado y correlacionarlo con la fertilidad y calidad del
eyaculado (Graham, 2001; Foote, 2003; Gillan y col., 2005; Gadea, 2005; Rodriguez-
Martinez, 2006; Silva y Gadella, 2006). Asi, se han desarrollado sistemas automaticos
de analisis de imagenes (CASA) (Gonzalez-Recio, y col., 2005; David y col., 2007) y
sistemas basados en la citometria de flujo (Kruger y col., 1999; Axner y Linde
Forsberg, 2007), los cuales proporcionan una gran cantidad de informacion para
estudiar distintas caracteristicas del espermatozoide. Asi pues, el conocimiento de la
calidad seminal tras la descongelacion permitird determinar el rendimiento de los
machos para inseminaciones artificiales y por tanto poder planificar el régimen de

recuperaciones (Alvarez y col., 2000)

2.4.1. Evaluacién de la Motilidad Espermatica

La evaluacion de la motilidad es muy sencilla y por eso es uno de los parametros
mas utilizados. La motilidad es necesaria para el transporte de los espermatozoides en el
tracto reproductivo femenino y para atravesar todas las cubiertas del ovocito. Se puede
evaluar subjetivamente (motilidad masal y la motilidad individual) u objetivamente
mediante sistemas computarizados de analisis (CASA), pero la mas utilizada y a su vez
la méas simple es la valoracion visual de la motilidad masal que refleja el movimiento de
las células espermaticas en su conjunto. Esta es una valoracion que requiere de una
elevada concentracion espermatica para que las ondas y remolinos se hagan visibles,
siendo empleada a nivel practico en el analisis de semen de rumiantes menores (Aisen 'y

Veturino, 2004). La motilidad individual se obtiene utilizando mediante observacion en
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microscopio Optico a 100-400 aumentos de una gota seminal (generalmente diluida)
dispuesta entre portaobjeto y cubreobjeto. Valoramos de forma subjetiva tanto el
porcentaje de espermatozoides motiles, el porcentaje de espermatozoides con

movimiento progresivo y la calidad del movimiento (Gonzalez Urdiales y col., 2006).

Para desarrollar el andlisis objetivo de la motilidad, numerosos investigadores
(Glover, 1968; Katz y Dott, 1975; Amann y Hammerstedt, 1980; Katz y Overstreet,
1981; O"Connor y col., 1981) han dedicado mucho trabajo y recursos para intentar
eliminar la subjetividad inherente a la evaluacion microscopica de la calidad del semen.
Fruto de estas investigaciones fue el desarrollo de los sistemas informatizados para el
analisis de la motilidad espermatica. Desde que se introdujeron en el mercado a
principios de los afios 80, originalmente para la evaluacion de semen humano, los
sistemas CASA (Computer Assisted Sperm Analysis) se han ido perfeccionando y
modernizando, a la vez que su precio se ha ido haciendo también mas asequible. En
consecuencia, comenzaron a utilizarse cada vez con mas frecuencia en veterinaria,
especialmente en las especies bovina y equina, tanto en el ambito de la investigacion

como en el de la industria, en los centros de IA.

Aunque los principios basicos utilizados para el analisis de las imagenes
digitalizadas son similares en los diferentes sistemas CASA que existen en el mercado,
hay diferencias apreciables en sus sistemas Opticos, técnicas de captura de imagen y
reconocimiento espermatico, algoritmos utilizados para la reconstruccion de trayectorias
y determinacion de las medidas cinéticas, asi como también en el manejo y analisis de
los datos, y consecuentemente, en los resultados finales. (Davis y Katz, 1993; Davis y
Siemers, 1995; Irving, 1995; Krause, 1995; Mortimer, 2000; Verstegen y col., 2002).

El uso de sistemas CASA para la contrastacion rutinaria de las dosis seminales
ofrece notables ventajas, pero también posee algunos inconvenientes. Uno de los
principales es que no existe una estandarizacion y optimizacion de los equipos y de los
procedimientos empleados en los andlisis (Verstegen y col., 2002). Los diferentes
laboratorios trabajan con distintos equipos, y las caracteristicas técnicas difieren de unos
a otros, lo cual provoca que los resultados facilitados por los distintos centros para los
mismos parametros sean muy dispares. No obstante, los programas disefiados para estos

equipos incluyen una serie de parametros descriptores del movimiento espermético que
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son comunes a todos los sistemas CASA (Boyers y col., 1989; Farell y col., 1995) y que

se describen brevemente en la siguiente tabla.

Tabla 1. Parametros cinéticos medidos por los sistemas CASA (Tomado de Tejerina,

2007).

PARAMETRO Unidad DEFINICION

Velocidad curvilinea (VCL) um/s Velocidad media de la cabeza espermatica a lo
largo de su trayectoria real.

Velocidad rectilinea (VSL) um/s Velocidad media de la cabeza espermatica a lo
largo de la linea recta que une la primera y
Gltima posicién de la trayectoria curvilinea.

Velocidad media (VAP) pum/s Velocidad promedio de la cabeza del
espermatozoide en su trayectoria media.

indice de linealidad (LIN) % Linealidad de la trayectoria curvilinea
(VSL/VCL)x100

indice de rectitud (STR) % Rectitud de la  trayectoria  media
(VSL/VAP)x100

Amplitud del desplazamiento | um Desplazamiento efectuado por la cabeza del

lateral de la cabeza del espermatozoide en su trayectoria curvilinea de

espermatozoide (ALH) un lado a otro de la trayectoria media

Frecuencia de batido (BCF): Hz N° de veces que la cabeza del espermatozoide

cruza la direccion de movimiento

Entre los principales factores que afectan a los resultados obtenidos con el

CASA, existen una serie de consideraciones practicas y bioldgicas de las que depende el

resultado final de estos parametros. Segun Verstegen y col. (2002), la temperatura es,

desde hace tiempo conocida por su transcendencia para el analisis subjetivo de la

movilidad, habiéndose demostrado, igualmente, que los resultados de los parametros

cinéticos estan fuertemente condicionados por ella. Asi la temperatura recomendada por

el grupo ESHRE (1998), es la temperatura corporal de la especie de origen del semen

analizado.

También la concentracién de la muestra es considerada como uno de los

parametros que mas condiciona los resultados de las caracteristicas cinéticas
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espermaticas. Para Pedigo y col., (1989), el uso de concentraciones elevadas esta
inversamente correlacionado con la variabilidad de los resultados. Este efecto, en
principio beneficioso para la precision de los datos obtenidos, se ve contrarrestado por
la significativa influencia que ejercen las altas concentraciones en los resultados
cinéticos. Existe una correlacion positiva entre la concentracién de la muestra y el
porcentaje de motilidad individual de la misma, fruto de la cual se produce una
sobreestimacion artificial de dicho parametro (Welzels y col., 1993). Esto es debido a
las colisiones de las células espermaticas entre si, provocando la adquisicion de

movimiento por parte de las células inmdviles que han sufrido una colision.

Igualmente los parametros cinéticos se ven condicionados por las caracteristicas
y composicion de los medios en los se diluyen los espermatozoides (Farrell y col., 1996;
Rijsselaere y col., 2003). Por lo tanto, sélo se pueden comparar los resultados de dos
muestras si ambas estan diluidas en el mismo medio. Ademas, la camara de recuento
utilizada puede producir errores sistematicos en los andlisis mediante los sistemas
CASA, influyendo sobre los patrones cinéticos de las células espermaticas (Sherins,
1991; David y Katz, 1993). La eleccion de la cdmara a utilizar es bésica para la
realizacion de una correcta medicion. En la mayoria de los laboratorios se ha venido
utilizando una camara de solo 10 um de profundidad, la Makler (Blanco, 1998), que
limita la distribucion de los espermatozoides a un Unica capa. Las recomendaciones,
tanto del ESHRE (1998) como de otros autores (Verstegen y col., 2002), apuntan a la

necesidad de utilizar camaras de recuento entre 10 y 20 um de profundidad.

Por otra parte, el nimero de células espermaticas necesarias para caracterizar el
total de la poblacion ha sido siempre uno de los planteamientos mas discutidos en la
préactica androldgica. La mayoria de laboratorios realizan el anélisis cinético sobre 100 o
200 espermatozoides elegidos al azar en varios campos, obteniendo coeficientes de
variacion entorno al 10%, usando concentraciones de 50 millones de espermatozoides

por mililitro (Tejerina, 2007)

No obstante, a pesar de que los sistemas CASA nacieron con el fin de evitar la
subjetividad en el analisis provocada por la valoracion visual directa, los resultados
obtenidos siguen sufriendo variaciones en funcion del técnico que realice el analisis.

Asi, en un estudio de Holt y col., (1994b), en el que una misma muestra era analizada
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por varios técnicos (con diverso grado de experiencia) en 5 modelos diferentes de
sistemas CASA, se pudo constatar, que para todos los pardmetros evaluados la
variabilidad interna del modelo fue mayor que entre modelos, indicando que las
diferencias en manejo de la muestra y la experiencia del técnico fueron fuentes de
variacion mas significativas que los sistemas CASA por si mismos. Esta apreciacion se
repitié en el estudio llevado a cabo por Farrell y col., (1995), al evaluar dos sistemas
CASA idénticos. A consecuencia de estos resultados, la especializacion y el
entrenamiento del personal dedicado al manejo de estos equipos son unos de los
aspectos que mas importancia acaparan en los trabajos que describen la correcta
utilizacion de la nueva tecnologia (ESHRE, 1998; Krause y Viethen, 1999; Verstegen y
col., 2002).

2.4.2 Evaluacion de la Morfologia Espermatica

El estudio de la morfologia espermatica es otra prueba determinante de la
calidad de un eyaculado, permitiendo ademas detectar alteraciones en la
espermatogénesis y en la maduracion epididimaria, lo cual, puede resultar muy util a la
hora de eliminar reproductores con baja calidad seminal, cuando estas anomalias
indiquen patologias genitales mayores. Al igual que en la valoracion subjetiva de la
motilidad, la correlacion de los resultados obtenidos en la valoracion morfologica del
semen con la fertilidad varia ampliamente en funcion del estudio que tomemos en
cuenta, describiéndose valores entre r = 0,06 a r = 0,86 (Rodriguez-Martinez, 2003).
Para realizar este analisis disponemos de un amplio abanico de tinciones de las
extensiones espermaticas para su posterior observacion en un microscopio éptico como
son las tinciones simples tipo eosina-nigrosina, azul de metileno, rosa de bengala o la
hematoxilina que proporcionan una distribucion homogénea del colorante en el interior
de la célula, permitiéndonos asi diferenciar el contorno de la misma, al tener un buen
contraste con el fondo del campo de vision. También disponemos de las tinciones
dobles (Giemsa, William, Papanicolau) que buscan visualizar partes especificas del
espermatozoide (Garcia-Artiga y col., 1994).

De hecho, podemos realizar un analisis morfométrico a partir de tinciones
clasicas o mediante el uso de sistemas informatizados conocidos por su acrénimo en

inglés como ASMA, aungue por el costo del equipamiento y su lentitud, su uso queda
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restringido principalmente a trabajos de investigacion (Garcia-Herreros y col., 2006).
Inicialmente, y hasta la actualidad, en numerosos laboratorios la evaluacién morfologica
de los espermatozoides se realiza “manualmente”. Sin embargo, este método ha
demostrado ser problematico y constitutivo de limitaciones. Es conocida la existencia
de variaciones importantes entre técnicos y laboratorios que hacen dificil la exacta
interpretacion y comparacion de resultados (Verstegen y col., 2002). Actualmente se
han desarrollado sofisticados sistemas informatizados que permiten el analisis objetivo
de la morfologia/morfometria principalmente de la cabeza del espermatozoide,
revelando sutiles diferencias que no son detectables visualmente (Ramos y col., 2002).
Estos sistemas comprenden un complejo proceso con diferentes etapas: preparacion de
la muestra, adquisicion de las imagenes y por ultimo, procesado y analisis de datos
(Verstegen y col., 2002).

La totalidad de los programas morfométricos realizan la medicion de los

siguientes parametros de la cabeza espermatica:

Longitud (L): Medida, en pm, del eje mayor de la cabeza del espermatozoide.
Anchura (W): Medida, en um, del eje menor de la cabeza del espermatozoide.
Perimetro (P): Longitud, en um, de la frontera externa entre la zona identificada
como cabeza y el fondo.
Area (A): Suma, en pm?, de las areas del grupo de pixeles que el software ha
identificado como cabeza.

En algunos sistemas ASMA, como en el Sperm Class Analyzer® o el Integrated
Semen Analysis System®, realizan el calculo de 4 pardmetros adicionales, indicativos de
la forma del espermatozoide como es la Elipticidad (L/W), la Rugosidad (4IIA/P?), la
Elongacién: (L-W)/(L+W) y la Regularidad: (IILW/4A). Con el sistema ISAS®, es
posible realizar el estudio morfométrico de la pieza intermedia (Hidalgo y col., 2005),
midiendo los siguientes parametros: Anchura de la pieza intermedia (um), Area de la
pieza intermedia (um?), Distancia, en pm, entre el eje mayor de la cabeza y la insercién
de la pieza intermedia y Angulo de divergencia de la pieza intermedia con respecto al
eje mayor de la cabeza. También estos sistemas de anélisis morfométrico han mostrado
su validez en el analisis del nacleo del espermatozoide definiéndose nuevos parametros

para caracterizar dicha estructura (Ramos y col., 2002) en la especie bovina.
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Sin embargo, los sistemas ASMA tampoco estan exentos de importantes fuentes
de variacion en las medidas morfométricas realizadas. Algunas de estas fuentes de
variacion son originadas por los mismos equipos de captura y analisis, variaciones que
se derivan del tipo de software de analisis, empleando algoritmos diferentes entre los
distintos sistemas CASA comerciales para la segmentacién de la cabeza espermatica y
su posterior medida. Incluso dentro del mismo equipo se observan diferencias en los
resultados dependiendo del modo de funcionamiento (automatico, semiautomatico o
manual) (Goulart y col., 2003). También hay fuentes de variacion derivadas del sistema
de captura como puede ser la intensidad de la fuente de iluminacién, parametro
determinante en el contraste entre el espermatozoide y el fondo de la imagen, por tanto
influye de forma decidida en la segmentacion de la cabeza y en el consecuente calculo
de los parametros morfométricos (Sancho y col., 1998; Verstegen y col, 2002). Es obvio
gue la magnificacion empleada juega un papel condicionante de los resultados finales,
consiguiéndose el mejor grado de detalle y exactitud con el mayor aumento disponible.
El problema de tal planteamiento es que cuanto mayor sea la magnificacion con la que
estemos trabajando, menor sera el numero de células por campo, por tanto, sera
necesario analizar un mayor numero de campos y se prolongara el tiempo de la captura

(Gravance y col., 1997).

La eleccion de las condiciones en que se realiza el anélisis puede determinar
cambios significativos en la morfologia observada: asi, cuando son tefiidos, utilizando
preparaciones en seco o fijandolos, la osmolaridad de la solucién y si el espermatozoide
es refrigerado o congelado (Gravance y col., 1998). También, en funcién del agente
fijador que afadamos a la muestra seminal previamente a la extension en el
portaobjetos, se puede modificar las dimensiones de la cabeza espermética, lo que
conlleva la obtencién de resultados diferentes, y por tanto la imposibilidad de
compararlos cuando utilizamos agentes distintos. Incluso la tincion es un factor
determinante a la hora de conseguir un adecuado contraste entre la cabeza espermatica y
el fondo de la imagen, por tanto esta directamente implicada. El primer condicionante a
la hora de elegir la sustancia colorante es que las tinciones son especie-dependientes
(Gravance y col., 1995; 1997); y en segundo lugar, de todas aquellas sustancias aptas
para una especie en concreto, deberemos elegir aquellas que mejor se adapten a los

algoritmos de segmentacion del programa ASMA utilizado.
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En andrologia humana se han utilizado infinidad de tinciones, la WHO (1999)
recomienda la técnica de Papanicolau (al igual que para la valoracion subjetiva), aunque
su utilizacion no es muy comun en los trabajos de investigacion. Han sido utilizadas de
forma esporadica la hematoxilina (Davis y col., 1992) y la tincién de Shorr (Wang y
col., 1991), aunque los més utilizados son los kits comerciales como el Hemacolor®
(Pérez-Sanchez y col., 1994; Goulart y col., 2003) o el Diff-Quick® (Coetzee y col.,
1999), siendo precisamente esta Ultima combinacion de tinciones, la descrita en
distintos estudios comparativos como el més idéneo tanto para el anélisis convencional
(Harrison y col., 1989), como para el morfométrico informatizado (Coetzee y col.,
2001b).

En las especies de interés ganadero, los colorantes empleados han sido muy
diversos. Por ejemplo, en el semen de toro se han empleado agentes colorantes tan
exoticos como el azul de toloudina (Beletti y col.,, 2005), o asociaciones tan
convencionales como la Hematoxilina con Rosa de Bengala, mostrandose superior a la
Hematoxilina en solitario cuando las extensiones eran analizadas con el sistema
CellMorf® (Gravance y col., 1996). A la misma conclusién se llegd, en este caso,
analizando espermatozoides de morueco (Gravance y col., 1998). Sin embargo, Sancho
y col., (1998), prefieren emplear el kit comercial Hemacolor® en la valoracién
morfomeétrica en la especie ovina. En el caso del caprino, la tincion éptima para trabajar
con el sistema Cell-Form® es la Hematoxilina (Gravance y col., 1995), mientras que
para el SCA® es el Diff-Quick® (Hidalgo y col., 2006), situacién que se repitié al

analizar espermatozoides de ciervo empleando el mismo equipo (Soler y col., 2005).

Como en el caso de la motilidad, la eleccion del numero idéneo de células a
analizar para caracterizar morfolégica o morfométricamente una poblacion espermaética,
no tiene una respuesta sencilla (Kuster y col., 2004), mas aun en este caso, ya que un
nimero excesivo de espermatozoides a capturar por muestra puede suponer un
prolongado tiempo de analisis (Gravance y col., 1995). La WHO (1999) recomienda, al
menos, capturar 200 células espermaticas. Sin embargo en estudios llevados a cabo con
diversas especies/equipos [ovino/CellMorf (Gravance y col., 1995); caprino/CellMorf
(Gravance y col., 1995); porcino/SCA (Tejerina y col., 2005); equino/SCA(Hidalgo y
col., 2005)], se ha demostrado que no hay diferencias en los resultados de los
parametros morfométricos entre tamafios muestrales de 100 y 200 espermatozoides
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capturados. Incluso utilizando el sistema ISAS vy la tincion hematoxilina en semen de
verraco, se podria reducir el nimero de células capturadas a solo 50, sin existir
diferencias significativas con los resultados de tamafios muestrales mayores (Garcia-

Herreros y col., 2006).

2.4.3. Analisis de la integridad de la membrana citoplasmatica

La membrana citoplasmética es una de las estructuras mas seriamente afectadas
por el proceso de congelacion-descongelacion, siendo su andlisis indispensable ya sea
con una finalidad investigadora o comercial (Nagy y col., 2003, 2004; Peléez y col.,
2006), desarrollandose una amplia gama de pruebas para estudiar su estado. Podemos
realizar una evaluacion morfoldgica utilizando dptica de contraste diferencial de
interferencia 0 Nomarski, asi como microscopia electrénica (de barrido o de
transmision), si bien estas técnicas aportan informacion parcial y/o son tediosas y de
alto costo (Rodriguez-Martinez, 2005). Las técnicas tintoriales son las mas ampliamente
utilizadas en la valoracion de la membrana citoplasmaética, tanto las convencionales,
como las fluorescentes. Las tinciones convencionales se basan en el principio de que los
espermatozoides con la membrana plasmatica intacta (vivos) presentan mecanismos de
permeabilidad selectiva que impiden la entrada del colorante, mientras que en aquellos
donde existe ruptura de la membrana, y no existan estos mecanismos, el colorante
penetrard y la celula se tefiird (Watson, 1990). Ejemplos de estas tinciones, son la
eosina/nigrosina, azul tripan, verde rapido/eosina, eosina/azul de anilina o el amarillo de

naftol/eritrosina (Garcia-Artiga y col., 1994; Rodriguez-Martinez, 2005).

No obstante, el uso de esta metodologia acarrea una serie de complicaciones
como la aparicion de espermatozoides parcialmente tefiidos que dificulta la
interpretacion de su status (Watson, 1990); o como en el caso de analizar semen
criopreservado el glicerol puede aumentar la permeabilidad de la membrana de los
espermatozoides no dafiados, incrementandose la poblacion de espermatozoides con la
membrana dafiada artificialmente (Mixner y Saroff, 1954, citados por Peldez, 2003).
También la eosina, una de las tinciones mas empleadas, al usarse a concentraciones
citotoxicas puede igualmente subestimar la proporcion de espermatozoides vivos
artificialmente (Woelders, 1990).
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Con la aparicion de fluorocromos capaces de determinar con mayor objetividad
el estado de integridad de la membrana, las tinciones clasicas se han desechado como
técnica de eleccion para valorar este parametro; asi se han desarrollado una gran
variedad de protocolos basados en la utilizacion de tinciones fluorescentes. Estas
sustancias se clasifican en dos grupos principales en funcion de su mecanismo de
accion. Asi, las tinciones de membrana impermeable sélo son capaces de atravesar las
membranas plasmaticas dafiadas o degeneradas, y por tanto permite identificar a las
células muertas o en proceso de degeneracion. Por otra parte, las tinciones de membrana
permeable son capaces de atravesar membranas celulares intactas y por tanto permiten

identificar la poblacién de células viables (Garner y col., 1986).

Uno de los fluorocromos mas utilizados para identificar células muertas es el
loduro de propidio (Pl). Este compuesto entra en espermatozoides con la membrana
plasmatica dafiada, se une al nlcleo y, al ser excitado por la longitud de onda apropiada
(510-560 nm), emite fluorescencia roja. Ademas del PI, existen otros marcadores
fluorescentes especificos para células muertas cuyo mecanismo de accién es similar,
como por ejemplo, el Hoechst 33258 (Keeler y col., 1983; Pintado y col., 2000), el
bromuro de etidio (Evenson y col., 1982) o la hidroetidina (HED) (Ericsson y col.,
1989), entre otros.

Otro fluorocromo ampliamente utilizado, en este caso para identificar
espermatozoides vivos, es el SYBR-14, que es capaz de atravesar membranas intactas y
unirse al ADN de los espermatozoides (Garner y col., 1986; Silva y Gadella, 2006).
Presenta algunas ventajas con respecto a los fluorocromos basados en la actividad
esterasa intracelular, siendo una molécula mas estable, al no tener que sufrir una
transformacion enzimatica para poder actuar, y unirse especificamente al ADN del
espermatozoide, lo que supone que toda particula que no contenga dicho material
genético no se va a marcar, y por tanto quedara descartada del analisis. EI SYBR-14
suele utilizarse en combinacién con PI (Gillan y col., 2005), y de esta forma se pueden
distinguir tres poblaciones espermaéticas: una de ellas constituida por células muertas o
en estado de degeneracion, cuyas membranas plasmaticas son permeables al Pl, y por
tanto emiten fluorescencia roja, la otra constituida por espermatozoides viables, cuyas
membranas intactas son impermeables al Pl pero dejan entrar el SYBR-14, y por tanto

emiten fluorescencia verde y una tercera subpoblacion celular que serd aquella
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compuesta por espermatozoides con dafios menores de membrana en los que el IP
comienza a sustituir al SYBR-14, por lo tanto presentan tanto florescencia verde como

roja, se clasifican como espermatozoides dafiados o moribundos.

Un fluorocromo, con un mecanismo de accion similar al del SYBR-14, capaz de
identificar espermatozoides vivos, es el Hoechst 33342. Este compuesto también entra
en células vivas y se une al ADN espermatico, sin embargo, su uso esta limitado por la
longitud de onda de su espectro de excitacion que esta en el rango UV. La mayoria de
los citometros disponen de un laser con una longitud de onda de 488 nm, y para evaluar
las muestras marcadas con Hoechst 33342, es preciso disponer de un laser de menor

longitud de onda.

Con respecto a la correlacién entre la viabilidad espermatica y la capacidad
fecundante de las dosis seminales hay discrepancia entre los autores. Decuadro y col.,
(2002) y Christensen y col., (2004) hablan de una correlacion elevada entre la viabilidad
espermatica y la capacidad fecundante de las dosis, siempre que se respete una
concentracion espermatica minima por pajuela. Sin embargo, Graham (2001) observo
que la viabilidad espermatica apenas se correlacionaba con la fertilidad.

Un ultimo aspecto a evaluar de la membrana plasmatica es la funcionalidad de la
misma. El Test de enddsmosis (hypoosmotic sweelling test, HOST) evalla el
hinchamiento y enrollamiento que se produce en el flagelo de las células con una
membrana integra, a consecuencia de la entrada y acumulacion de agua a ese nivel;
mientras que los espermatozoides con la membrana fisica o funcionalmente dafiada no
experimentaran cambios en la forma de su flagelo (Pérez-Llano y col., 1999). Esta
prueba ha sido utilizada en el andlisis de espermatozoides de diversas especies como el
hombre, perro, caballo, cerdo y rumiantes, tratandose de un método sencillo en el que se
incuba la muestra seminal generalmente durante 30 a 60 minutos en un medio con una
presién osmotica, comprendida, entre 50 y 150 mOsm/kg a 37°C. Los valores obtenidos
en esta prueba se correlacionan con otros parametros de calidad seminal como la
motilidad, la viabilidad o la morfologia (Jeyendran y col., 1984; Rodriguez-Gil y col.,
1994; Vazquez y col., 1997; Pratap y col., 2000). Por otra parte, presenta una elevada
correlacion con el test de penetracion en ovocitos de hamster en semen humano

(Jeyendran y col., 1984). En humanos se ha encontrado una correlacion elevada entre
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los resultados de HOST y los obtenidos en fecundacion “in vitro” (Zaneveld y
Jeyendran, 1990).

2.4.4. Analisis de la funcionalidad mitocondrial

Para evaluar la actividad mitocondrial, el fluorocromo Rodamina 123 fue el
primero que se utilizd en espermatozoides humanos, y posteriormente en los de otras
especies domésticas (Evenson y col., 1982; Anger y col., 1989; Graham y col., 1990).
Este fluorocromo penetra y se acumula en el interior la matriz mitocondrial produciendo
una fluorescencia verde si la mitocondria desarrolla el proceso de respiracion de forma
activa pero no nos indica la intensidad del mismo (Graham, 2001; Gillan y col., 2005).
En cambio, el 5,5,6,6 -tetracloro-1,1",3,3"ioduro tetraetilbezimidazolilcarbocianina
conocido también como JC-1, es una sustancia que atraviesa de forma selectiva las
membranas mitocondriales en su forma monomérica para indicarnos si las mitocondrias
son metabdlicamente activas, ademas nos permite diferenciar mitocondrias que
muestran un potencial de membrana alto de las que tienen un potencial bajo o medio y,
en consecuencia, nos da una estimacién mas rigurosa de la funcion metabdlica de las
mitocondrias que otros colorantes. Cuando las mitocondrias tienen un potencial de
membrana alto, el JC-1 forma agregados y tiene un pico de emision a una longitud de
onda del rojo-naranja (590nm). Este fendmeno depende de la concentracion del
colorante, del pH, de la fuerza i6nica y de la temperatura. En cambio, cuando el
potencial de membrana es bajo, el JC-1 se encuentra en forma de monémero y emite
fluoresencia verde (510-520nm) (Pefia y Rodriguez, 2006)

También existen las tinciones comerciales especificas para mitocondrias Mito
Traker®, una de ellas el Mito Traker® deep red, cuyas moléculas se difunden a través
de la membrana plasmatica y se unen especificamente a los lipidos de membrana de las
mitocondrias funcionales (Keij y col., 2000; Fraser y col., 2001), pero no son retenidas
por las mitocondrias que presentan un potencial de membrana alterado. Las principales
ventajas que ofrece Mito Traker® deep red frente a otros fluorocromos especificos para
mitocondrias son su gran especificidad (Sutovsky y col., 1999) y fotoestabilidad (Poot y
col., 1996), y su elevada sensibilidad al ser incorporado en distintos protocolos de doble

y triple marcaje (Sutovsky y col., 1999).
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2.4.5. Andlisis de la integridad acrosomal

La integridad estructural del acrosoma es un requisito indispensable para que el
espermatozoide sea capaz de unirse de forma efectiva al ovocito y se lleve a cabo la
fecundacion (Yanagimachi, 1994). La pérdida de dicha integridad previamente al paso
por el aparato reproductor femenino o en una fase temprana de transito por €l, supondra
una irremediable pérdida de la capacidad fecundante del espermatozoide (Woelders,
1990; Silva y Gadella, 2006).

La integridad acrosomal puede ser valorada por numerosos procedimientos
(Topfer-Petersen y col., 1984), pero cuando se utiliza citometria de flujo como método
de analisis, el mas comun es el uso de una lectina conjugada con un fluorocromo
(Graham. y col., 1990; Cheryl y col., 1997; Maxwell y col., 1997). Entre todas las
lectinas disponibles comercialmente, las mas frecuentemente utilizadas son la PNA
(peanut agglutinin), que se une especificamente a la membrana acrosomal interna de los
espermatozoides (Farlin y col., 1992; Flesch y col., 1998; Guillan y col., 2005), y la
PSA (pisum sativum agglutinin), que se une a la matriz acrosomal y a la membrana
acrosomal externa (Mortimer y col., 1987; Flesch y col., 1998; Szasz y col., 2000). El
uso de lectinas conjugadas con un fluorocromo, como por ejemplo fluoresceina (FITC)
o ficoeritrina (PE), permite detectar aquellos espermatozoides que tienen la membrana
acrosomal dafiada, lo cual posibilita el paso de la lectina, y por tanto del fluorégeno, al
interior del compartimento acrosomal (Graham y col., 1990; Nolan y col., 1995).

Otras técnicas para identificar la presencia de alteraciones acrosomales, son las
técnicas de inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos mono o policlonales,
conjugados con colorantes fluorescentes; siendo especificos de proteinas de la
membrana acrosomal (como la CD46) o de la matriz acrosémica (Gonzalez Urdiales y
col., 2006).

Para valorar simultaneamente el estado del acrosoma y la viabilidad espermaética
se pueden combinar tres fluorocromos. Por ejemplo, Nagy y col., (2003) desarrollaron
una triple tincién para espermatozoides bovinos, en la que combinaban el uso de SYBR-
14 y PI, para evaluar la viabilidad espermética, con la lectina PNA marcada con
ficoeritrina (PE-PNA), que tifie en naranja los acrosomas dafiados. Esta triple tincion
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genera la aparicion de cuatro poblaciones espermaticas: 1) espermatozoides vivos con el
acrosoma intacto (positivos a SYBR-14 y negativos a PE-PNA), 2) espermatozoides
vivos con el acrosoma dafiado (positivos a SYBR-14 y positivos a PE-PNA), 3)
espermatozoides muertos con el acrosoma intacto (positivos a Pl y negativos a PE-
PNA) y 4) espermatozoides muertos con el acrosoma dafiado (positivos a Pl y a PE-
PNA).

2.4.6. Analisis espermatico mediante Citometria de flujo

Por altimo especial atencion merece el uso de los citometros de flujos para el
analisis seminal. La citometria de flujo es una técnica que consiste en el analisis rapido
de células individualizadas y orgéanulos subcelulares, suspendidos en un flujo laminar,
sobre los que incide un rayo laser. El analisis de la desviacion del haz de luz, de su
intensidad y de la fluorescencia que emiten los distintos fluorocromos con los que
podemos marcar las células nos da informacién sobre el estado funcional, presencia o
ausencia de determinados antigenos, pH, estado Redox, etc. Otra gran ventaja de esta
técnica es que permite evaluar un gran ndmero de espermatozoides en muy poco
tiempo, entre 5.000 y 10.000 espermatozoides pueden ser evaluados en solamente 1
segundo, lo que permite, detectar ligeras diferencias entre eyaculados o estudiar la

distribucion de subpoblaciones espermaéticas en los mismos (Pefia y Rodriguez, 2006).

Asi pues, la citometria de flujo se presenta como uno de los métodos de gran
valor en la prediccion de la fertilidad (Silva y Gadella, 2006), ya que nos permite poder
evaluar desde la integridad y funcionalidad de las membranas espermaticas plasmatica y
acrosomal, del ADN espermatico, de la actividad de las mitocondrias hasta la fluidez de
la membrana y la produccion de ROS entre otras caracteristicas, o que determinara la
existencia de distintas subpoblaciones en funcién de los pardmetros evaluados,
favoreciendo el estudio de la importancia de cada una de estas subpoblaciones en el

éxito de la fecundacion.
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3. OBJETIVOS

El principal objetivo de la presente tesis doctoral es la optimizacion de la crioconservacion

espermatica ovina para la creacion de un banco de semen de las razas autoctonas catalanas

Xisqueta y Aranesa en peligro de extincion.

Con este fin se plantearon los siguientes objetivos parciales:

1.

3.

Estudiar diferentes alternativas a la yema de huevo fresca en la elaboracién de los
medios para reducir la heterogeneidad y contaminacion microbioldgica, asi como
algunos de sus componentes que interfieren negativamente en su capacidad
crioprotectora, analizando el efecto de diferentes tipos de yema de huevo (fresca, en
polvo y clarificada) en la viabilidad, motilidad, integridad acrosomal, funcionalidad
mitocondrial y morfometria de los espermatozoides durante todo el proceso de
refrigeracion y crioconservacion. Paralelamente también se estudié el efecto de la

eliminacién del plasma seminal y la edad del donante.

Valorar la posibilidad de elaborar diluyentes libres de crioprotectores de origen
animal y de composicion definida mediante el uso de la lecitina de soja o el butil
hidroxitolueno (BHT).

Analizar la eficacia de dos sistemas tampdn como son el TRIS y TEST en los
medios de conservacion a base de yema de huevo en polvo o de lecitina de soja,
junto con la suplementacion o no de BHT como antioxidante en la refrigeracion y

criopreservacion de espermatozoides ovinos.
Determinar la concentracion oOptima del antioxidante BHT en el medio de

conservacion, valorando la adicion de diferentes concentraciones (0.6mM, 2.0mM y
5.0mM).
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Analizar el efecto de la presencia de plasma seminal en el diluyente y estudiar la
necesidad o no de su eliminacion, valorando el posible efecto ejercido por el método
de lavado o centrifugacion en los diferentes parametros de calidad seminal de los

espermatozoides durante todo el proceso de refrigeracion y crioconservacion.

Analizar la inclusion de antioxidantes en los medios de conservacion (BHT vs
melatonina) y la aplicacion de implantes de melatonina en los sementales fuera de la

época reproductiva.

Analizar el efecto del individuo o donante sobre la criopreservacién de semen de

morueco.

Valorar el posible efecto de la edad del donante y fotoperiodo durante la recolecta
del semen e inclusion de BHT como antioxidante mediante la recopilacion de los

resultados obtenidos a lo largo de toda la fase experimental.
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4.1. CAPITULOI

Efecto del tipo de yema de huevo utilizada y la presencia de
plasma seminal en los diluyentes sobre la crioconservacion de

semen de morueco de distintas edades.






ABSTRACT

The main objective of this first chapter was to reduce the heterogeneity and the potential
risk of microbiological contamination on ram semen cryopreservation by replacement of
fresh egg yolk by pasteurized powered egg yolk. Simultaneously, we studied also the effect
of fresh clarified egg yolk obtained by centrifugation of fresh egg yolk twice at 10.000xg
for 45’ at 4°C in order to increase the proportion of LDL’s in the extenders. In addition, we
assessed the effect of seminal plasma and age of the donors (1 year vs 2 years old) on sperm
freezability. Briefly, fresh ejaculates from 8 rams (4 of Xisqueta and 4 of Aranesa breed)
were collected by artificial vagina in autum during two consecutives years. Immediately
after collection, the ejaculates were mixed in equal quantities and the pooled semen was
split into two samples. One sperm sample was washed by centrifugation and then the pellet
was split into three equal aliquots and re-suspended in an extender containing 15% (v/v) of
different type of egg yolk (powered, fresh or fresh clarified) supplemented with 5%
glycerol in a Tris-based medium. The other semen sample was directly split into three equal
aliquots and re-suspended in the same extenders, containing 15% (v/v) of different type of
egg yolk (powered, fresh or fresh clarified). Afterwards, sperm samples were refrigerated at
5° C for 4 hours before being frozen in nitrogen liquid vapors. Sperm motility was analyzed
by computer assisted sperm analysis (ISAS®) and viability, acrosomal integrity and
viability after hyposmotic test (HOST) were determined by eosine/nigrosine stain after
refrigeration. Moreover, after thawing, plasmatic and acrosomal membrane integrity and
mitochondrial activity were determined by flow citometry, as well sperm motility and
morphometry by ISAS ® (mean+SE, n=6). Our results suggest that semen from 2 years old
donors is more resistant to preservation, showing better sperm quality parameters after
thawing than youngest donor semen. Also, we recommend in order to increase sperm
cryosurvival to remove seminal plasma by centrifugation before preservation. Finally, the
powered egg yolk can be used satisfactory on ram sperm cryopreservation, as a replacement
of the traditional fresh egg yolk, contributing to a lower heterogeneity and potential risk of
microbiological contamination on the preservation extenders, meanwhile the use of fresh

clarified egg yolk does not improve the sperm cryosurvival.

61



INTRODUCCION

Durante los altimos 60 afios, la yema de huevo se ha incluido de forma rutinaria en
la mayoria de los protocolos de criopreservacion del semen de especies domésticas y
salvajes (Wall y Foote, 1999; Salamon y Maxwell, 2000; Manjunath y col., 2002; Bergeron
y col.,, 2004; Lamia y col., 2004). Su composicion es una mezcla compleja basada
principalmente en un 68 % de lipoproteinas de baja densidad (LDL), 16 % de lipoproteinas
de alta densidad (HDL), 10 % de levetelinas y 4 % de fosfivitinas (revisado por Dauphas y
col., 2006). EI mecanismo exacto por el cual la yema de huevo ayuda a preservar los
espermatozoides durante el proceso de congelacién-descongelacion sigue siendo
desconocido (Salamon y Maxwell 2000), aunque su accién crioprotectora es atribuida en
gran parte a las lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Watson y Martin , 1975; Quinn y
Chow, 1980; Graham y Foote, 1987; Babiak y col., 1999; Moussay col., 2002; Bergeron y
Manjunath, 2006 )

Varios son los trabajos publicados donde se ha intentado utilizar de forma mas
eficaz las lipoproteinas de baja densidad (LDL) de la yema de huevo como crioprotector no
penetrante en los diluyentes de semen mediante complejos métodos de extraccion y
purificacion de las LDL, como el descrito por Pace y Graham, (1974) o més recientemente
por Moussa y col. (2002) entre otros. No obstante, en la literatura también ha sido descrito
una manera sencilla y rapida de separar las dos fracciones principales de la yema de huevo
(el plasma y los granulos), incrementando el contenido de LDL a través de un simple
proceso de centrifugacion. La yema de huevo clarificada o plasma se compone

principalmente de un 85 % de LDL y un 15 % de livetelinas (Anton y col., 2003).

Sin embargo, el uso de yema de huevo, esté o no clarificada, en los diluyentes de
congelacion del semen, representa un potencial riesgo de contaminacion de endotoxinas en
las dosis de inseminacion artificial, capaces de dafiar la fertilidad de los espermatozoides
(Bousseau y col., 1998). Ademas es un producto muy complejo, cuya composicién puede
ser extremadamente variable y puede diferir entre lotes (Kampschmidt y col., 1953; Watson
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y Martin, 1975), por lo que la basqueda de un sustituto de la yema de huevo es altamente

deseable.

La yema de huevo en polvo podria ser un alternativa para la yema de huevo fresco,
ya que este producto se somete a un proceso de pasteurizacién para destruir las bacterias, de
acuerdo con las leyes establecidas para el consumo humano (Thibier y Guerin, 2000) y los
lotes tienen una mayor composicion homogénea. No obstante, los trabajos de congelacion

de espermatozoides con yema de huevo en polvo son escasos.

Por otra parte, el plasma seminal es el medio natural en el cual se encuentran
inmersos los espermatozoides tras la eyaculacion, y que les sirve como medio de transporte
y soporte metabdlico (Maxwell y col., 2007), proporcionandoles proteccion y regulando
procesos como la motilidad y capacitacion espermatica o incluso el reconocimiento y unién
entre gametos (Johnson y col., 2000). Durante la criopreservacion espermatica, el plasma
seminal parece aumentar la resistencia de los espermatozoides al shock de frio en muchas
especies (Ashworth y col., 1994; Barrios y col., 2000; 2005; Fernandez-Juan y col., 2006),
reduciendo la criocapacitacion, proceso por el cual la vida de los espermatozoides se ve
seriamente limitada y consecuentemente su capacidad fecundante, reducida. No obstante,
también han sido reportados efectos negativos de la presencia de plasma seminal en el
proceso de crioconservacion (Moore y col., 2005; Maxwell y col., 2007) como también ha
sido descrito en numerosas ocasiones en el semen caprino (Aboagla y Terada 2003). Sin
embargo, la necesidad o no de eliminar el plasma en el caso de crioconservar semen ovino

sigue todavia siendo tema de estudio.

Es preciso recordar que la producciéon seminal, y por consiguiente, su potencial
reproductivo evolucionan de acuerdo a la edad. De tal manera, los moruecos adultos
presentan mejor calidad seminal y fertilidad que los jovenes (Folch, 1984; Beltran de
Heredia, 2009), hecho que se le atribuye al desarrollo de la madurez sexual. Con la
madurez sexual se incrementa el crecimiento del volumen testicular, las glandulas sexuales
accesorias y la concentracion de proteinas en el plasma seminal entre los 7 a los 14 meses

de edad, (Dott y col., 1979; Corteel, 1980), lo que repercuten en una mayor calidad seminal
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y fertilidad de los espermatozoides refrigerados y criopresevados de animales adultos
(Colas y Zinsner, 1975; Rodriguez-Almeida y col., 2008). Por lo tanto, el objetivo del
presente estudio pretende valorar el efecto de diferentes tipos de yema de huevo (fresca, en
polvo y clarificada) en la viabilidad, motilidad, integridad del acrosoma, funcionalidad
mitocondrial y morfometria de los espermatozoides durante todo el proceso de
refrigeracion y crioconservacion, asi como la eliminacién del plasma seminal y la edad del

donante.

MATERIALES Y METODOS

Todos los reactivos utilizados procedian de la casa comercial Sigma-Aldrich,
excepto la yema de huevo en polvo que procedia de NIVE (Nunspeet Holland
Eiproducten).

Preparacion de los diluyentes de conservacion

Para el proceso de crioconcervacion se utilizé un diluyente base o solucion TCG
compuesta por 0,3 M Tris [hidroximetil] aminometano, 27,75 mM D(+)-Glucosa, 94,7 mM
Acido Citrico Anhidro (Salamon y Maxwell, 2000), ajustada a un pH 7,25 + 0.05 y una
osmolaridad de 333 £ 2.80 mOsm. A esta solucion TGC se le afiadié glicerol a una
concentracion final del 5 % (v/v), penicilina benzatinica (1000 Ul/mL) y sulfato de
estreptomicina (1,0 mg/ml de) con pH de 7,0 a 7,17 y una osmolaridad de 1327 mOsm.
Asimismo, a cada uno de los medios, se le afiadié uno de los 3 tipos de yema de huevo:
yema de huevo fresco (YHF), yema de huevo en polvo (YHP) o yema de huevo clarificada

(YHC), a una concentracién final de 15 % (v/v).

Para la obtencion de 2 de los tipos de yema de huevo (YHF y YHC), se utilizaron
huevos de gallina frescos (24-48h desde la puesta), los cuales eran rotos manualmente,
descartando la mayor cantidad de clara y obteniendo las yemas. A continuacion, se
procedié a rodar la yema de huevo sobre un papel de filtro para eliminar las chalazas y

restos de albumina adheridos a la membrana vitelina, a la cual se le practico un corte para
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extraer una fraccion de la yema con ayuda de una jeringa. En el caso de la yema de huevo
clarificada (YHC), una vez obtenida la fraccion de la yema, ésta era sometida a la
metodologia descrita por Holt y col., (1996) para la obtencion del plasma de la yema
separada de los granulos. Para ello, se colocaron 0,5 ml de la yema de huevo en un tubo
Eppendorf, se diluyd (1:2) en agua Milli Q y se centrifug6é a 10,000 g, en una centrifuga
(Microfuge®) durante 45 minutos a 5 °C. Tras la centrifugacion, el sobrenadante (plasma)
fue recuperado cuidadosamente evitando cualquier contaminacion del sedimento
(grénulos). A continuacidn, el sobrenadante se centrifugd de nuevo a 10,000 g, durante
otros 45 minutos a 5 °C. Después de la segunda centrifugacion, el sobrenadante recuperado
constituyo la “yema de huevo clarificada”. Para la preparacion de yema de huevo en polvo
se utilizé la metodologia descrita por Marco-Jiménez y col., (2004). Brevemente, se diluyo
(1:1.25) la yema de huevo en polvo (NIVE, ver anexo 1) en agua Milli Q, se homogenizé
con la ayuda de un agitador magnético y se afiadié a los diferentes diluyentes.

Coleccién de semen y protocolo de congelacion

El experimento se llevé a cabo entre las instalaciones del IRTA en Caldes de
Montbui y la Universidad Auténoma de Barcelona. Para ello, se utilizaron 8 moruecos (4
de raza Xisqueta y 4 de Aranesa), a los que se les colect semen con vagina artificial 2 dias/
semana Yy 2 eyaculados/dia en otofio durante dos afios consecutivos, a la de edad de uno y
dos afios, realizando un total de 6 réplicas por afio. Tras la recogida de los eyaculados, y
manteniéndolos en un Bafio Maria a 37°C, se procedi6é a valorar su motilidad masal y
volumen siguiendo la clasificacion de Evans y Maxwell (1990). A continuacion, los
eyaculados eran mezclados en un solo tubo (pool), a partir del cual se dividia en dos
alicuotas. Una de ellas se diluyé (1:6) con una solucion TCG y se centrifugé a 600 g
durante 10 minutos. Seguidamente se eliminé el sobrenadante, y el sedimento era
resuspendido en 9 mL de la solucion TGC para realizar una segunda centrifugacion (600xg
por 10"). Finalmente, se descartd el sobrenadante y el sedimento fue recuperado para su

posterior procesamiento.
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Para el proceso de crioconservacion de la mezcla de eyaculados, tanto la alicuota de
semen que habia sido centrifugada (lavado) como la que permanecio sin lavar, se diluyeron
(1:4) en el diluyente A, descrito anteriormente, al que se le habia agregado previamente uno
de los 3 tipos de yema de huevo: fresca (YHF), en polvo (YHP) o clarificada (YHC), a una
concentracion final del 15 % (v/v), dando lugar a 6 tratamientos distintos de conservacion:
espermatozoides lavados y conservados en un medio a base de yema de huevo fresco (L-
YHF), de yema de huevo en polvo (L-YHP) o de yema de huevo clarificad (L-YHC) y
espermatozoides no lavados y conservados en cada uno de los tres tipos de medios (YHF,
YHP o YHC). Una vez homogenizada las suspensiones, los tubos se introdujeron en un
recipiente con 10 ml de agua a 20 °C, se colocaron en una nevera portatil (Dometic-Waeco)
a 5°C vy fueron trasladados desde del IRTA a una camara de frio de la Facultad de
Veterinaria de la UAB. Tras aproximadamente 3h30' de permanecer las suspensiones
espermaticas en refrigeracion se les agrego el diluyente B con la finalidad de llegar a una
concentracion final de 400 x10° de espermatozoides/mL. Seguidamente, las distintas
alicuotas refrigeradas fueron envasadas manualmente en pajuelas de 0.25 mL (IMV,
L’Aigle Cedex, France) y selladas con alcohol polivinilico. Una vez transcurridas las 4
horas de refrigeracion, las pajuelas fueron congeladas en vapores de nitrégeno liquido
(LN32), a 5 cm por encima del nivel de LN, durante 10 minutos, para finalmente ser

sumergidas en él para su almacenamiento hasta su descongelacion.

Analisis de los parametros de calidad seminal

Tras la recoleccion del semen se evalud el volumen de cada eyaculado en un tubo
graduado y la motilidad masal de los espermatozoides mediante un microscopio Optico
(Y5100 Nikon) a 100X, con platina calentable a 37 °C, valorando la velocidad de los
movimientos de las ondas o remolinos que se forman en la superficie de la gota de semen,

en una escala de 0 a 5, procedimiento descrito por (Evans y Maxwell, 1990).

La viabilidad y morfologia espermatica de la mezcla de eyaculados en fresco y tras
4 h de refrigeracion de los distintos tratamientos se evaluaron por medio de la tincion de

eosina-nigrosina (Hancok, 1957) en portaobjetos atemperados a 37 °C con la ayuda de un
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microscopio optico (Y5100, Nikon) a 1000X. Asimismo, se llevé a cabo el test de
endosmosis (Hypoosmotic-Swelling test, HOST) empleado por Jeyendram y col., (1984),
con la finalidad de evaluar la integridad funcional de la membrana plasmatica de las
distintas suspensiones espermaticas mediante la incubacién durante 30' de cada una de las
alicuotas diluidas (1:10) en una solucién hipotonica (124 mOsm). A continuacién, se
realizaron las distintas extensiones mediante la tincion de eosina-nigrosina, tal como se ha
descrito anteriormente. Un total de 200 espermatozoides fueron contados en campos
diferentes del microscopio, los espermatozoides vivos con colas dobladas e hinchadas
fueron registrados como células positivas a HOST (Aisen y Venturino, 2004).

La evaluacion de la cantidad y calidad de movimiento de los espermatozoides en las
distintas suspensiones espermaéticas tras la refrigeracion y post-descongelacion se realizo
mediante el sistema ISAS® (Proiser R+D S.D., Valencia) de analisis de semen asistido por
computadora (CASA). Con este fin, las distintas muestras seminales se diluyeron en la
solucién TGC a una concentracion final de 50 x 10° espermatozoides/mL. A continuacion,
se depositd una gota de 10uL de la suspension espermatica en un portaobjetos, se cubrio
con un cubreobjetos (22x22 mm) y se capturaron de 4 a 6 campos para cada muestra
mediante un microscopio de contraste de fases (BH-2 Olympus), analizdndose un minimo
de 200 celulas/muestra. Los parametros analizados fueron: motilidad total (MT,%),
motilidad progresiva (MP,%), velocidad curvilinea (VCL, um/s), velocidad rectilinea
(VSL, pm/s), velocidad media (VAP, um/s), linealidad (%LIN=[VSL/VCL]x100), rectitud
(%STR= [VSL/VAP]x100), amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, pum) y
frecuencia de batido (BCF, Hz).

Para determinar la morfometria espermatica se realizaron frotis de los diferentes
tratamientos después del proceso congelacion-descongelacion. Una vez secados al aire, los
frotis fueron tefiidos siguiendo el protocolo comercial Diff-Quik®, procedimiento descrito
por Hidalgo y col., (2006). La captura de las imagenes se realizd con un microscopio de
contraste de fases BH-2 Olympus con un objetivo de 60x y un ocular de 3.3x, sobre el que
se encuentra montada una cdmara de video A312-F Basler con un CCD de 782x582

pixeles. Las imagenes fueron capturadas de forma manual con el modulo de morfometria
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del sistema ISAS® (Proiser R+D S.D., Valencia), en su versién 1.0.16, empleéndose la
opcion de analisis global de la cabeza. Un minimo de 150 espermatozoides por extension
fueron capturados al azar en diferentes campos. Respecto al tamafio de la cabeza se midi6
la longitud (L, pm), anchura (W, um), perimetro (P, um) y &rea (A, um?) y respecto a la
forma, se analizé la elipticidad: (L/W), rugosidad: (4x A/P?), elongacion: (L-W/L+W) y
regularidad (m LW/4A).

Para evaluar conjuntamente la integridad fisica y funcional de la membrana
plasmatica, la integridad del acrosoma y la actividad mitocondrial de los espermatozoides
tras la descongelacion, en nuestro laboratorio se desarrollé una tincién cuadruple
consistente en las siguientes sondas fluorescentes, se utilizo el kit de viabilidad espermatica
vivos/muertos® compuesto por SYBR14 e ioduro de propidio (IP; L-7011, Invitrogen
S.A), para la integridad de la membrana acrosomal, se utiliz Ficoeritrina (PE) unida a la
lectina Arachis hipogea (PNA; GTX01509, Antibody, Bcn S.L.) y para detectar la actividad
de las mitocondrias se utilizé6 Mitotracker deep red (M22426, Invitrogen S.A). El equipo
utilizado fue el citometro de flujo BD FACSCanto (BD Biosciences, CA) y las muestras se

analizaron con el programa BD FACSDiva (BD Biosciencies, CA).

Las muestras seminales crioconservadas en cada tratamiento fueron descongeladas
en bafio Maria a 37°C durante 30 segundos. Se utilizaron dos tipos de suspension de
espermatozoides: la primera se incub6é durante 10 minutos en PBS con las sondas
fluorescentes y la segunda fue sometida al test hipoosmotico durante 20 minutos y
posteriormente incubada con las sondas fluorescentes durante 10 minutos. En ambos casos,
las suspensiones espermaticas fueron diluidas en PBS hasta alcanzar una concentracion

final de 1x10° espermatozoides/mL.

Las concentraciones finales utilizadas fueron de 1 nM de SYBR-14 (diluido en
DMSO0), 1.5 uM de IP, 2.5 pg/ml de solucion PE-PNA (1 mg/ml de solucion stock en una
solucion compuesta de 3.0 M de sulfato de amonio, 50 mM de fosfato de sodio y 0.05% de
4cido de sodio, pH 7.0, y conteniendo 1 mM de iones [Ca*] y [Mn?*]) y 1.5 nM de
Mitotracker deep red (diluido en DMSO). Todas las sondas fluorescentes fueron afadidas a
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1 ml de semen diluido. Las muestras fueron mezcladas e incubadas a 37°C durante 10
minutos y remezcladas justo antes del analisis. Seguidamente, la suspension de
espermatozoides tefiidos fue pasada a través del citdbmetro de flujo. Las sondas
fluorescentes SYBR-14, PE e IP fueron excitadas en el citdbmetro de flujo con el laser azul
de estado sélido a 488 nm, para la excitacion del Mitotracker deep red se utiliz6 el laser
rojo de He/Ne a 633 nm. Las celulas no viables, positivas a IP y sefial fluorescente roja se
detectaron usando el detector con filtro 679LP (detecta fotones emitidos a mas de 670 nm
de longitud de onda). Las celulas vivas, positivas a SYBR-14 y con sefial fluorescente
verde fueron detectadas usando el detector con filtro 530/30BP (detecta fotones emitidos en
el rango 515-545 nm de longitud de onda). Las células con dafio acrosomal fueron tefiidas
positivamente por PE-PNA vy esta sefial fluorescente naranja fue detectada usando el
detector con filtro 585/42BP (detecta fotones emitidos en el rango 564-650 nm). El estatus
funcional de la mitocondria fue detectado con Mitotracker deep red usando un detector con
filtro 660/20BP. Después de la evaluacion se identificaron ocho poblaciones espermaticas:
vivos con actividad mitocondrial y acrosoma intacto (VAI), vivos con actividad
mitocondrial y acrosoma dafiado (VAD), vivos sin actividad mitocondrial y acrosoma
intacto (VSI), vivos sin actividad mitocondrial y acrosoma dafiado (VSD), muertos con
actividad mitocondrial y acrosoma intacto (MAI), muertos con actividad mitocondrial y
acrosoma dafiado (MAD), muertos sin actividad mitocondrial y acrosoma intacto (MSI) y

muertos sin actividad mitocondrial y acrosoma dafiado (MSD).

Anadlisis Estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el procedimiento GLM (ANOVA) de SPSS
20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.), en un disefio factorial, teniendo como factor la
edad (1 afio vs 2 afios), tipo de yema de huevo (3 categorias), lavado/no lavado (2
categorias). Se realizd 6 repeticiones por unidad experimental. Cuando las diferencias
fueron significativas (p <0.05), se realizé el test de Bonferroni de comparacion de medias a
posteriori. La normalidad y homogeneidad de varianza de los parametros espermaticos se
comprobaron con el tests de Kolmogorv-Smirnov y Levene. Las variables dependientes que
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no cumplieron con los supuestos de igualdad de varianza y distribucién normal fueron

sometidas a una transformacion arcoseno, antes del analisis estadistico.
RESULTADOS

Los resultados obtenidos tras el analisis seminal de la mezcla de eyaculados frescos
parecen indicar que la edad de los sementales es un factor determinante en todos los
parametros de calidad seminal evaluados, siendo superiores en aquellas muestras
procedentes de moruecos de 2 afios con relacion a las obtenidas de machos de 1 afio con
valores significativamente diferentes en la concentracion seminal (3.520 + 248.6 x10° vs
2.996 + 105.2 x10° espermatozoides/mL, p<0.001), en el porcentaje de viabilidad estimada
por E/N (87.4 £ 1.0 vs 74.9 + 3.2; p<0.004) y de integridad funcional de sus membranas
tras la prueba de HOST (62.3 + 1.6 vs 30.4 + 4.8; p<0.0001) y sin diferencias signifcativas
en la motilidad masal (2.8 £ 0.2 vs 2.3 £ 0.1; p<0.062) y anormalidades espermaticas (26.5
+ 3.2 vs 28.5 + 3.7). De la misma manera, tras la refrigeracion, tanto en los parametros de
viabilidad como los de integridad funcional de la membrana plasmética (HOST), se aprecia
el mismo efecto de la edad (p<0.0001), independientemente del tratamiento, con valores
siempre superiores significativamente en las muestras procedentes de moruecos de 2 afios,

tal y como se muestra en la tabla 1.
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Tabla 1. Efecto de la edad del morueco, del tipo de yema de huevo como crioprotector y de
la eliminacién o no del plasma seminal mediante centrifugacion (lavado) en la viabilidad
espermatica e integridad funcional de la membrana plasmatica analizada mediante HOST

tras la refrigeracion (media + es).

Viabilidad Integridad funcional membrana
(HOST)
Tratamiento/Edad 1 afo 2 afos 1 afo 2 afos
L-YHF 748+26"  92.6+12%  382+35%  542+28%
L-YHP 63.9+43" 851+19™  419+31%  60.1+28"
L-YHC 66.1+1.4"  839+21° 382+£54™  595+25Y
YHF 56.0+4.8"  81.6+23"  328+35"  526+3.8
YHP 58.4+3.9°"  81.9+30"  284+26"  56.1+23%
YHC 58.4+37%  737+29%  321+32% 48.5 + 3.9%

“Dijferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos dentro de la misma edad y
parametro de calidad seminal. “*diferentes n(imeros representan diferencias significativas entre edades (1vs 2 afios) dentro
del mismo tratamiento y pardmetro de calidad seminal. L-YHF: espermatozoides lavados y conservados en yema de
huevo fresco, L-YHP: lavados y en yema de huevo en polvo, L-YHC: lavados y en yema de huevo clarificada, YHF:
espermatozoides sin lavar y conservados en yema de huevo fresco, YHP: sin lavar y en yema de huevo en polvo y YHC:
sin lavar y en yema de huevo clarificada.

Al comparar los valores de viabilidad de los diferentes tratamientos, se observé un
significativo efecto del lavado o eliminacién del plasma seminal (p<0.0001), presentando
valores superiores en la viabilidad de los espermatozoides lavados y refrigerados durante 4
horas, tanto cuando los individuos donantes contaban con 1 como con 2 afios de edad,
aunque no siempre existieran diferencias significativas entre los distintos tratamientos,
especialmente en los resultados obtenidos en el 2° afio. Cabe destacar que, una vez lavados
los espermatozoides y refrigerados, la yema de huevo fresca proporciond valores
significativamente superiores de viabilidad tanto en el primer afio (74.8 + 2.6 %) como en
el segundo (92.6 + 1.2 %) respecto al resto de tratamientos, aunque en el segundo afio no se
diferenciara significativamente de la yema de huevo en polvo (85.1 £ 1.9 %). Tampoco se
observd un importante efecto del tipo de yema de huevo en los espermatozoides

refrigerados en presencia de plasma seminal (no lavados), a excepcion de los resultados
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obtenidos con la yema de huevo clarificada en donantes de 2 afios donde la viabilidad fue

significativamente inferior al resto de tratamiento de refrigeracion.

Respecto a la capacidad de resistencia al shock hipoosmético, solamente una vez
lavados los espermatozoides y refrigerados, la yema de huevo en polvo proporcioné valores
significativamente superiores de viabilidad tras el HOST, tanto el primer afio (41.9 + 3.1
%) como en el segundo (60.1 + 2.8 %), respecto al resto de tratamientos, aunque en el
segundo afo no se diferenciara significativamente de la obtenida con la yema de huevo
clarificada (59.5 £ 2.5 %) y de la obtenida con yema de huevo en polvo en espermatozoides
no lavados (56.1 + 2.3 %). Unicamente los espermatozoides refrigerados en presencia de
plasma seminal y yema de huevo clarificada en el segundo afio presentaron a su vez
diferencias significativas con el resto de tratamientos, a excepcion de lo observado con la

YH fresco, también en presencia de plasma seminal.

El andlisis de los distintos parametros cinéticos obtenidos mediante el sistema
ISAS® de las distintas suspensiones espermaticas sometidas a estudio (Tabla 2.) parece
indicar un escaso efecto de la edad del donante en el porcentaje de espermatozoides que se
mueven de forma progresiva tras la refrigeracion, ya que no se observo ninguna diferencia
significativa en este parametro en las muestras de un afio respecto al siguiente en ninguno
de los tratamientos. Por lo que hace referencia al porcentaje total de motilidad espermatica,
la edad influy6 de manera desigual segln el protocolo de conservacion utilizado, siendo
significativamente superior en el segundo afio sélo en el caso de espermatozoides (lavados
y no lavados) refrigerados en yema de huevo en polvo y en espermatozoides lavados

conservados en yema de huevo clarificada.

Sin embargo, en todos los tratamientos utilizados se observé un incremento
significativo en el resto de parametros cinéticos estudiados, a excepcion de la amplitud
lateral del desplazamiento de la cabeza (ALH), cuando los donantes de semen eran un afio
mayor. No obstante, hubieron algunas excepciones como la velocidad curvilinea (VCL) de
los espermatozoides refrigerados en presencia de plasma seminal en los tres tipos de yema

usados y la frecuencia de batido (BCF) de los espermatozoides lavados y refrigerados en
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yema de huevo en polvo o clarificada, donde no se aprecid ningun efecto de la edad.
Asimismo se observaron diferencias significativas en la amplitud lateral del desplazamiento
de la cabeza (ALH), disminuyendo en el segundo afio en todos los tratamientos, excepto en
los espermatozoides lavados y refrigerados en YHP y en los no lavados y conservados en
YHC, aunque la tendencia parecia mantenerse.

Respecto a los distintos protocolos de refrigeracion utilizados durante el primer afio
no se aprecia un marcado efecto del tipo de yema usado en la motilidad espermaética total,
salvo una disminucion en este pardmetro cuando los espermatozoides fueron refrigerados
en YHP sin haber eliminado previamente el plasma seminal. Tampoco se observaron
diferencias significativas entre tratamientos en el segundo afio, s6lo un descenso en la
motilidad total de los espermatozoides no lavados y refrigerados en YHF y en YHC. No
obstante, el analisis estadistico de los datos muestra una interaccion (p<0.05) entre la edad
y tipo de yema de huevo en este parametro de motilidad total.

Por otra parte, si se observa como el tipo de yema usada afecta significativamente al
porcentaje de motilidad progresiva cuando los espermatozoides son lavados, siendo
superior en muestras refrigeradas en YHF, un poco inferior en YHC y obteniendo los
valores mas bajos en YHP, tanto en el primero como en el segundo afio de edad de los
donantes. En cambio, en espermatozoides sin lavar, el tipo de yema no parece afectar este
tipo de movimiento ya que no se observaron diferencias entre tratamientos en ninguna de
las edades testadas, a excepcion del resultado obtenido el primer afio con espermatozoides

refrigerados en YHP que fue significativamente inferior.

73



Tabla 2. Parametros cinéticos de espermatozoides refrigerados de morueco segun el tipo de
yema de huevo usado como crioprotector, la edad del donante y la eliminacion o no del

plasma seminal mediante lavado (media + es).

P Edad L-YHF L-YHP L-YHC YHF YHP YHC
cinéticos  (afos)
. 1 80.2+1.9%°  75.7+2.0%  78.9+4.3% 77.9+3.1° 66.1+3.5" 74.8+4.5°
MT" (%) 2 845£2.9%  86.7+2.3%  84.8+2.0%? 76.6+1.6° 79.6+4.3°2 77.6+3.3°
1 55.1+2.6° 38.2+2.7°  43.9+4.5° 47.9+3.2° 37.7+1.5° 40.9+6.5™
MP (%) 55.843.3°  36.0:3.0°  464+32°  46.7#25° 41.245.7° 39.4+3.3"

1 101.2+2.080  92.1+2.9°%  101.3+45%  111.5+4.3° 111.945.2°  103.6+10.2%¢

VCL{um/s) 2 113.245.42  98.4+4.0" 113.62422 1197459  106.3+6.9% 115.1+4.2°
1 40.3+3.8°1  36.242.6%  38.9+1.9%!  42.0+2.8" 39.0+2.5%! 40.2+5.3%1
VSL{um/s) 715443 5384402 67.8+22°%  749+49%  611+682  65.943.1%
1 59.8+4.0™1  52.8+3.3%  56.4+3.1% 65.3+2.6™ 61.9+3.0° 60.0+6.2°
VAP(um/s) 2 90.145.02  76.0+45°2  90.1#3.02  94.4+4.5% 81.146.5"% 88.8+3.5°2
1 4294228 44.9+2.8% 412415 39.9+1.9%! 37.3+1.9" 40.4+2.1%
LIN (%) 2 6224132 533424 502+412°7 6094182  553+35"2  550+0.97
1 66.6+1.8"  67.3+1.6°1  68.1+1.4% 64.0+2.1% 63.1+2.5% 65.4+2.6
STR (%) 2 77.4+1.4%  69.6+2.0"”%  73.3+1.1% 76.4+1.7% 71.943.2°2 71.9+1.1%
1 4.2+0.2% 3.8+0.3° 4.2+0.3" 4.8+0.2% 4.9+0.2% 4.3+0.4°
ALH(um/s) 344012 34401 354022 3.70.32 3.540.22 3.840.2
1 7.6% 0.4 7.9+0.3 7.940.4 7.4%0.4* 7.2+0.5¢ 7.9+0.9*
BCF (Hz) 2 10.0+0.8% 7.540.4° 8.6+0.5° 9.3+0.9% 9.1+0.9%? 8.9+0.6

a9 Diferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (L-YHF: espermatozoides lavados
y conservados en yema de huevo fresco, L-YHP: lavados y en yema de huevo en polvo, L-YHC: lavados y en yema de
huevo clarificada, YHF: espermatozoides sin lavar y conservados en yema de huevo fresco, YHP: sin lavar y en yema de
huevo en polvo y YHC: sin lavar y en yema de huevo clarificada) y 2 diferentes nlimeros representan diferencias
significativas entre edades (1 vs 2 afios) dentro de los parametros cinéticos (MT: motilidad total, MP: motilidad
progresiva, VCL: velocidad curvilinea, VSL: velocidad rectilinea, VAP: velocidad media, LIN: indice de linealidad,
STR: indice de rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batida). Numero de
espermatozoides =15.233"

En cuanto a los diferentes descriptores del movimiento espermatico existen

numerosas diferencias significativas dependiendo del tipo de yema usado, de la presencia o
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no del plasma seminal y de la edad del donante. Concretamente, en los espermatozoides
lavados se observa un descenso de la VCL cuando son refrigerados con YHP en las dos
edades testadas, mientras que en los espermatozoides no lavados de donantes de 1 afio, a
pesar de presentar valores de VCL superiores a la de los espermatozoides lavados, no se
aprecia ningun efecto del tipo de yema. De hecho, los valores de VCL obtenidos en los seis
protocolos estudiados en el segundo afio no se diferencian significativamente entre ellos, a
excepcion de la menor VCL de los espermatozoides lavados y refrigerados en YHP, aunque
ésta tampoco se diferencia de la VCL presentada en espermatozoides no lavados y
refrigerados en este mismo medio a base de YHP. Respecto a la velocidad rectilinea (VSL),
los valores mas altos en los 2 edades testadas se observaron en aquellos espermatozoides
lavados y no lavados que fueron refrigerados en YHF, mientras que los valores mas bajos
se obtuvieron en aquellos espermatozoides conservados en YHP, siendo significativamente
inferiores en los espermatozoides lavados y procedentes de machos de 2 afios, lo que a su
vez se reflejo en un indice de linealidad (%LIN) también inferior (53.3 £ 2.4).

Donde no se aprecio ningun efecto del protocolo de conservacion utilizado fue en el
desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) de los espermatozoides de individuos de 2 afios,
aunque en el primer afio si se encontraron diferencias entre los valores obtenidos en los
tratamientos sin lavado previo donde se habia utilizado YHF y YHP. Tampoco se
apreciaron diferencias entre tratamientos en la frecuencia del batido (BCF) de los
espermatozoides obtenidos durante el primer afio. Sin embargo, en el segundo afo este
parametro fue significativamente menor en aquellos espermatozoides lavados vy

conservados en YHP respecto al resto de tratamientos.

Al analizar estos mismos parametros cinéticos en los espermatozoides tras la
descongelacion (Tabla 3.), se observa como la edad afectd sobre la motilidad total de
manera similar a lo observado en los espermatozoides refrigerados, es decir, siendo
significativamente superior en el segundo afio sélo en el caso de espermatozoides (lavados
y no lavados) congelados en yema de huevo en polvo y en espermatozoides lavados
conservados en yema de huevo clarificada. En cambio, a diferencia de lo observado en los

espermatozoides refrigerados, la edad tuvo un significativo efecto sobre la motilidad
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progresiva de los espermatozoides tras la descongelacion, presentando valores superiores
en el segundo afio en todos los protocolos estudiados. También, y tal como se observo tras
la refrigeracion, en los espermatozoides descongelados, independientemente del tratamiento
de conservacion utilizado, hubo un incremento significativo en el resto de parametros
cinéticos estudiados cuando los donantes de semen eran un afio mayor, a excepcion de la
amplitud lateral del desplazamiento de la cabeza (ALH). Solamente en el caso del indice de
rectitud (%STR) en espermatozoides lavados y no lavados congelados en YHC y en
espermatozoides no lavados y crioconservados en YHP este efecto no fue significativo,
aungue la tendencia parecia mantenerse. Cabe destacar que la edad no influy6é en los
valores de ALH de los espermatozoides descongelados en ninguno de los protocolos
analizados. Por otra parte, ni el tipo de yema usado ni el proceso de lavado del semen
produjo ningun efecto significativo sobre la motilidad espermaética total, aunque los valores
de este parametro fueron ligeramente superiores en aquellos tratamientos donde se elimind
el plasma seminal previamente a su conservacion, tanto con espermatozoides procedentes

de individuos de 1 afio como de 2 afos de edad.

En cuanto a los diferentes descriptores del movimiento espermético existen
numerosas diferencias significativas dependiendo del tipo de yema usado, de la presencia o
no del plasma seminal y de la edad del donante. De nuevo, en los espermatozoides lavados
se observa un descenso de la VCL cuando son congelados con YHP en las dos edades
testadas, mientras que en los espermatozoides no lavados, a pesar de presentar valores de
VCL generalmente inferiores a la de los espermatozoides lavados, no se aprecia ningin
efecto del tipo de yema. Respecto a la velocidad rectilinea (VSL), ésta no vario
significativamente entre los distintos tratamientos de los espermatozoides descongelados
procedentes de machos de 1 afio, a excepcién de cuando se usd YHP y en presencia de
plasma seminal que fue superior al resto, aunque sin diferenciarse de las VSL presentadas
por los espermatozoides que habia sido conservados en YHF. Sin embargo, en el segundo
afio, este parametro fue significativamente superior en aquellos espermatozoides que habian
sido preservados en ausencia del plasma seminal y con YHF en el medio, sin diferenciarse
de la VSL observada en espermatozoides lavados y congelados en un medio a base de
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YHC, mientras que la presentada por espermatozoides lavados y conservados en YHP
difirié de ambas.

Tabla 3. Parametros cinéticos de espermatozoides congelados-descongelados de morueco
segun el tipo de yema de huevo usado como crioprotector, la edad del donante y la

eliminacion o no del plasma seminal mediante lavado (media * es).

P. cinéticos (Ege::) L-YHF L-YHP L-YHC YHF YHP YHC
1 46.7+8.8 42.5+3.6" 41.6+1.4" 38.9+6.9 39.16.8" 36.247.2
MT (%) 5 5 5
2 51448 52.4+3.9 49.2+4.9 39.9+7.1 51.5¢2.5 39.8+4.4
1 20.1#3.2% 16.7+1.7% 15.0+1.6™ 17.9+1.2%"  16.3+2.8"  13.9+2.5™
mp (%) 2 b2 b2 b2 2 2
2 29.842.4° 21.9+2.8 22.243.6 22.5+3.9 27.944.5° 15.142.3°
1 69.445.6% 58.4+4.8" 63.0+2.3" 61.7¢3.3°1  68.8+6.1™"  59.1+6.7™
VCL(IJ'm/S) a2 b2 a2 b2 b2 b2
2 97.8458 86.9+2.6 96.3+3.7 83.645.2 83.445.9 82.9+5.5
1 24.242 8! 21.4+2.2% 23.4+1.3% 25.9+1.0™  27.243.9°0  21.323.4%
VSL(p.m/s) a2 bc2 ad2 bd2 bd2 c2
2 58872 41.3+2.2 49.3+4.2 47.6+4.9 44.7+7.9 37.9+5.1
) 1 37.8+3.5% 33.242.9% 33.9+1.7% 35.4+1.3®°Y  39.0:4.0°  32.7¢3.9"
VAP(um/s
2 7321687 59.2¢2.1°7 65.6+4.4°" 58.7t4.6°7  59.8:7.4°7  52.85.1%
1 36.4+1.0™ 39.1+1.0" 39.6+2.5% 442422 40.3+1.9°"  38.9+1.7°"
LIN (%) a2 b2 bc2 c2 bc2 d2
2 58.1#3.7 47.8+2.1 49.9+2.4 53.9+2.9 51.5+4.8 43.842.5
al ab1l b cl b ab
1 61.9+2.3 63.5+1.3 66.3+2.3 70.31.2 65.9+2.6 63.1+2.8
STR (%) a2 b2 b ac2 bc d
2 77.1+2.6 68.2+1.4 69.6+1.6 76.3+2.6 71.4+3.8 64.9+1.8
1 32402 2.840.2 2.9:0.1 2.8+0.1 3.1:0.2 2.940.3
ALH(um/s) ab ab b a a ab
2 3.1%0.6 3.3:0.2 3.6:0.1 3.0£0.1 3.1:0.1 3.3:0.1
1 6.410.9"" 6.2+0.6°" 6.9+0.5%* 7.5+0.7™ 6.7t0.6°*  5.5:0.8"
BCF (HZ) a2 b2 bc2 a2 bc2 c2
2 10.8t0.6 9.0£0.2 8.7+0.5 9.9+0.5 8.9+0.7 8.1+0.8

ad Diferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (L-YHF: espermatozoides lavados
y conservados en yema de huevo fresco, L-YHP: lavados y en yema de huevo en polvo, L-YHC: lavados y en yema de
huevo clarificada, YHF: espermatozoides sin lavar y conservados en yema de huevo fresco, YHP: sin lavar y en yema de
huevo en polvo y YHC: sin lavar y en yema de huevo clarificada) y 2 diferentes nimeros representan diferencias
significativas entre edades (1 vs 2 afios) dentro de los parametros cinéticos (MT: motilidad total, MP: motilidad
progresiva, VCL: velocidad curvilinea, VSL: velocidad rectilinea, VAP: velocidad media, LIN: indice de linealidad,
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STR: indice de rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batida). Numero de
espermatozoides =7.592

También los indices de linealidad (%LIN) presentaron valores significativamente
diferentes dependiendo del tipo de yema y de la eliminacion o no del plasma seminal, pero
sin seguir una tendencia clara, ya que el tratamiento (YHF y lavado) que proporciono el
primer afio los valores mas bajos de linealidad (36.4 + 1.0%), fue el mismo que al siguiente
afio proporcioné los valores mas altos (58.1 = 3.7%), diferenciandose significativamente
del resto. Donde no se aprecid ningun efecto del protocolo de conservacion utilizado fue en
el desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) de los espermatozoides descongelados, a
excepcion del presentado en los espermatozoides lavados y conservados en YHC que fue
significativamente superior al obtenido en espermatozoides conservados en YHF y en YHP
en presencia de plasma seminal. En cuanto a la frecuencia de batido, las diferencias
significativas encontradas tampoco muestran un efecto concreto del tipo de yema usado o
del proceso de eliminacion del plasma, especialmente en el primer afio. No obstante,
cuando los espermatozoides procedieron de machos de 2 afios, este pardmetro aumento

significativamente cuando eran conservados en YHF, tanto lavados como sin lavar.

De los estudios morfométricos de la cabeza de 9.850 espermatozoides congelados-
descongelados mediante el sistema ISAS, los valores de dimension y forma de la cabeza
obtenidos dependiendo del tipo de yema de huevo utilizado en su conservacion, de la edad
del donante y de la eliminaciéon o no del plasma seminal mediante lavado no mostraron
ningun efecto significativo, obteniéndose los siguientes valores medios de longitud de la
cabeza (8.4 + 0.0 pm), ancho (4.9 + 0.0 pum), 4rea (34.2 + 0.1 pm?), perimetro (23.4 + 0.1
um), elipticidad (1.7 £ 0.0), elongacién (0.2 £ 0.0), rugosidad (0.8 £ 0.0) y regularidad (0.9
+0.0).

El analisis de los parametros obtenidos mediante citometria de flujo (Tabla 4.)
indica que la edad afectd significativamente (p<0.0001) sobre la viabilidad, integridad
acrosomal y actividad mitocondrial de los espermatozoides tras la descongelacion,
presentando valores superiores en el segundo afio en todo los tratamientos estudiados,

aunque sin influir en el porcentaje de células vivas con acrosoma reaccionado.
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También la eliminacién del plasma seminal produjo un significativo efecto en la
supervivencia espermatica tras la descongelacion, observandose valores superiores de
espermatozoides viables en aquellas muestras que habian sido centrifugadas previamente a
su congelacién, independientemente del tipo de YH utilizado y de la edad de los donantes.
Sin embargo, también se observa una tendencia, en ambas edades estudiadas, a presentar
menores indices de espermatozoides vivos con acrosoma reaccionado en aquellos
espermatozoides conservados en presencia de plasma seminal o bien lavados pero
conservados con YH en polvo. Cabe destacar la alta incidencia de espermatozoides con
baja actividad mitocondrial y con acrosoma reaccionado cuando los espermatozoides

fueron congelados en YH clarificada, especialmente si habian sido lavados previamente.

Tabla 4. Parametros de calidad espermatica de espermatozoides descongelados segun el
tipo de yema de huevo, la edad del morueco y la eliminacion o no del plasma seminal

(media = es).
P Edad
Parametros (afi0s) L-YHF L-YHP L-YHC YHF YHP YHC
1 34.5+4.8% 36.5¢2.5°0  33.842.6°0  21.4+1.7°%  23.1#3.7°% 24327
Viabilidad
fabriiaa 2 47841572 4894322  453+357 339439  37.1+1.6"2  29.8+5.1"
abl bl al cl cl cl
1 28.3+3.5 31.9+2.4 27.3+1.3 18.242.1 20.4+2.8 20.8+2.3
VAI
2 39.4+1.8% 41.743.02  36.5+2.6%  29.6+3.9°%  323+1.9°  24.0¢4.5%
1 3.7+0.2% 1.3+0.2" 3.240.8* 2.3+0.4°%* 1.0¢0.2°%  1.7+0.5™
VAD
2 4.30.6™ 2.2+0.2°" 3.5+0.5* 2.4+0.1%°* 22403  13+02"™
1 2.0£0.6™ 3.240.3™ 2.0£0.4 0.7£0.2% 1.6:0.6  2.1:0.3*
Vsl
2 3.540.5% 4.7+0.8% 3.9+0.6% 1.7+0.4% 2.5¢0.9°2  4.142.4*
1 0.5+0.3" 0.1+0.0" 1.3+1.0™ 0.2+0.1" 0.1+0.0°*  0.1:0.2"
VSD
2 0.6:0.1* 0.240.1™ 1.4+0.6 0.2+0.1™ 0.1+0.0°  0.420.3™
Integridad 1 54.3+2.7% 58.082.9°"  56.5+3.0  43.8:3.7""  44.0:83.1"  40.2+2.6™
Acrosomal 2 66.6+2.32  65.0#3.6  65.2+3.9%  50.2¢3.9"  51.9+2.3"% 49.8+2.0°

a9Diferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (L-YHF: espermatozoides lavados
y conservados en yema de huevo fresco, L-YHP: lavados y en yema de huevo en polvo, L-YHC: lavados y en yema de
huevo clarificada, YHF: espermatozoides sin lavar y conservados en yema de huevo fresco, YHP: sin lavar y en yema de
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huevo en polvo y YHC: sin lavar y en yema de huevo clarificada) y ““diferentes niimero representan diferencias
significativas entre edades (1 vs 2 afios) dentro de los pardmetros (viabilidad, VAI: vivos con actividad mitocondrial y
acrosoma intacto, VAD: vivos con actividad mitocondrial y con acrosoma dafiado, VSI: vivos sin actividad mitocondrial
y acrosoma intacto, VSD: vivos sin actividad mitocondrial y con acrosoma dafiado, Integridad Arosomal: vivos y

muertos con acrosoma intacto).

Respecto a la capacidad de resistencia osmotica de los espermatozoides
descongelados (Tabla 5.), se aprecia un comportamiento similar a lo observado tras la
descongelacion pero sin haber sido sometidos a una incubacion en un medio hipoosmotico.
Destacar aqui también la alta incidencia de espermatozoides viables con acrosoma integro
pero con baja actividad mitocondrial en el caso de congelarlos una vez lavados en un medio
a base de YHP y habiéndolos sometido (VSI= 4,8 + 0,6%) o no a un shock hiposomético
(VSI= 4.7 £ 0.8 %), a pesar de no diferenciarse en este Gltimo caso de algunos de los

tratamientos.
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Tabla 5. Parametros de calidad espermética de los espermatozoides descongelados e
incubados en medio hipoosmotico, segun el tipo de yema de huevo, la edad del morueco y

la eliminacion o no del plasma seminal (media * es).

Edad
Parametros - L-YHF L-YHP L-YHC YHF YHP YHC
( )
anos
Viabilidad 1 33.2+2.4%0  34.7+1.9% 32.3:4.1%0  23.0+1.4™ 22.7+1.3% 24.9+0.8°
2 43.5+1.1% 49.7+.7% 44.1+3.8°°%  31.6+1.9% 33.8+3.2% 30.2+3.3%
VAI 1 27.082.2°1  30.7+2.4% 26.143.11  19.7+1.3" 18.1+1.2% 21.7+1.1"
a2 b2 a2 c2 ac2 cl
2 36.3+2.0 41.4+1.1 36.0+2.7 26.7+1.9 28.644.2 25.1+2.7
VAD 1 2.8+0.9% 1.2+0.4% 3.2:0.8° 1.5+0.4" 1.7¢0.7" 1.2¢0.4"
2 3.9+0.6% 3.1+0.6% 4.1+0.5" 2.4+0.3% 1.4+0.6 2.040.4>
Vsl 1 2.5+0.5% 2.7+0.4°" 2.0£0.5%* 1.7¢0.4" 2.610.7° 2.2+0.7°"
2 2.7+0.4%" 4.8+0.6 2.8+0.9% 2.3+0.9% 3.60.9%" 2.9+0.6%
VSD 1 0.9+0.2 0.2+0.1™ 1.0+0.5™ 0.1:0.2™ 0.2:0.1™ 0.210.1™
2 0.60.3% 0.3x0.1* 1.2+0.4° 0.2£0.1** 0.2+0.1** 0.2+0.1*
Integridad 1 48.5+2.0°0  49.1+3.0™ 44.7¢3.3°  32.2+1.3" 30.2+0.9" 31.9+3.7"
Acrosomal 2 57.8¢3.4°2  593+1.6% 5531532 41.9+4.4" 39.617.6% 40.4+2.0”

aDiferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (L-YHF: espermatozoides lavados
y conservados en yema de huevo fresco, L-YHP: lavados y en yema de huevo en polvo, L-YHC: lavados y en yema de
huevo clarificada, YHF: espermatozoides sin lavar y conservados en yema de huevo fresco, YHP: sin lavar y en yema de
huevo en polvo y YHC: sin lavar y en yema de huevo clarificada) y ““diferentes niimero representan diferencias
significativas entre edades (1 vs 2 afios) dentro de los parametros (viabilidad, VVAI: vivos con actividad mitocondrial y
acrosoma intacto, VAD: vivos con actividad mitocondrial y con acrosoma dafiado, VSI: vivos sin actividad mitocondrial
y acrosoma intacto, VSD: vivos sin actividad mitocondrial y con acrosoma dafiado, Integridad Arosomal: vivos y
muertos con acrosoma intacto).
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DISCUSION

Numerosos investigadores han demostrado que la yema de huevo en los diluyentes
de criopreservacion protegen a los espermatozoides de los mamiferos del shock por frio, y
preservan la integridad de las membranas plasmatica, acrosomal y mitocondrial,
manteniendo la motilidad y fertilidad en espermatozoides de conejo (Hildebrandt y col.,
2006), ciervo (Garde y col., 2008), toro (Wall y Foote, 1999), morueco (Salamon y
Maxwell 1995; Ali y col., 2013) o macho cabrio (Cabrera y col., 2005). Sin embargo, la
yema de huevo, a pesar de ser el crioprotector no penetrante mas comunmente usado por su
capacidad de estabilizar la membrana del espermatozoide (Salamon y Maxwell, 2000),
contiene sustancias que pueden interferir en el metabolismo celular reduciendo la motilidad
espermatica (Moussa y col., 2002), que junto con la heterogeneidad de su composicion
entre lotes de huevos y el potencial riesgo de contaminacion microbioldgica, hacen que la

posibilidad de utilizar otras alternativas a la yema de huevo fresca sea muy deseable.

En el presente estudio, uno de los objetivos perseguidos ha sido comparar la
capacidad crioprotectora de la yema de huevo fresca con la yema de huevo clarificada, la
cual nos permite eliminar algunos de los componentes de la yema de huevo (por ej.
granulos) y concentrar la cantidad de LDL (Pace y Graham, 1974) y la yema de huevo en
polvo, en donde la contaminacion bacteriana es destruida por la pasteurizacion y nos
permite respetar las leyes establecidas para el consumo humano. Asi, tras estudiar los
resultados obtenidos podemos afirmar que no se aprecian grandes diferencias entre ellas en
lo que respecta a la proteccion de los espermatozoides durante el proceso de refrigeracion y
congelacion. Cabe destacar que, una vez lavados los espermatozoides refrigerados, la yema
de huevo fresca proporciond valores significativamente superiores de viabilidad, tanto en el
primer aflo como en el segundo, respecto al resto de tratamientos, aunque en el segundo afio
no se diferenciara significativamente de la yema de huevo en polvo. Ademas, una vez
lavados los espermatozoides, la yema de huevo en polvo proporciono valores
significativamente superiores de viabilidad tras el HOST, tanto el primer afio como en el
segundo de edad de los donantes. Aunque desconocemos si el uso de los distintos tipos de
yema de huevo en la conservacion de los espermatozoides pudiera provocar marcados

efectos en la fertilidad de las dosis conservadas.
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En concreto, al analizar la viabilidad e integridad de la membrana plasmaética y
acrosomal o la actividad mitocondrial, asi como la cantidad movimiento espermatico o la
morfometria de los espermatozoides descongelados no se aprecié un marcado efecto debido
al tipo de yema usado. De hecho, resultados similares ya habian sido reportados por Marco-
Jimenez y col., (2004) al comparar yema de huevo en polvo con yema de huevo fresca en
ovinos de la raza Guirra respecto a la integridad del acrosoma, aunque si se detectd un
incremento significativo en la motilidad total cuando los espermatozoides habian sido
criopreservados en yema de huevo en polvo en comparacién con la yema de huevo fresca.
De igual manera, Wall y Foote, (1999) al comparar yema de huevo clarificada con yema de
huevo fresca en la criopreservacion de espermatozoides de toro tampoco observaron
diferencias en la viabilidad y fertilidad espermatica, mientras que Fernandez-Santos y col.,
(2006) si observaron una mejora en la calidad espermatica cuando utilizaban yema de
huevo clarificado en la criopreservacion de espermatozoides del ciervo Ibérico. La
explicacién de estas diferencias entre especies se puede deber a las diferencias existentes en
la composicion de membrana plasmatica, en el porcentaje de yema de huevo en el
diluyente, en los aditivos incluidos, en el tiempo de refrigeracion y/o en el método de

congelacién (Fernandez-Santos y col., 2006; Waterhouse y col., 2006).

Sin embargo, en cuanto a la calidad del movimiento espermatico observamos
algunas diferencias significativas dependiendo del tipo de yema usado. Concretamente, la
YH Fresco parece proporcionar un mayor porcentaje de espermatozoides con motilidad
progresiva, mientras que la YH en polvo provoca un descenso de la VCL, tanto en los
espermatozoides refrigerados como descongelados en las dos edades estudiadas,
disminuyendo de igual manera la VSL y LIN, especialmente en animales de 2 afios cuando
sus espermatozoides fueron conservados en YHP. Esta disminucion de los parametros
cinéticos de los espermatozoides podria ser debida al aumento en la viscosidad del medio al
utilizar la yema de huevo en polvo, tal y como también observaron Marco-Jiménez y col.
(2004). Esta alta viscosidad del diluyente, después de la reconstitucion de la YH en polvo
en el medio de crioconservacion, parece ser debida a que las altas temperaturas alcanzadas
durante el proceso de pasteurizacion desnaturalizan las proteinas de la yema de huevo

dandole esta mayor consistencia gelatinosa (Miranda y col., 2000). Asi, teniendo en cuenta
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este Ultimo aspecto, las diferencias entre los 3 tipos de tema de huevo en lo que se refiere a
su capacidad de cripreservacion de los espermatozoides del morueco podria considerarse

pequerfia o incluso despreciable.

En cambio, la eliminacion del plasma seminal previa a la conservacion de los
espermatozoides y/o la edad de los moruecos donantes de semen si parecen ejercer un
mayor efecto en la viabilidad y funcionalidad espermatica. Segun nuestros resultados, el
lavado mediante centrifugacion del semen proporcion6 un efecto beneficioso en la
criopreservacion de los espermatozoides de morueco, tal y como se aprecia en los valores
de viabilidad e integridad de las membranas, especialmente tras la descongelacion. Sin
embargo, no podemos asegurar cual es la causa de esta mayor supervivencia, ya que podria
deberse a varios motivos. Uno podria ser que la eliminacién del plasma seminal del medio
de crioconservacion puede mejorar la capacidad crioprotectora de la yema de huevo contra
el shock por frio, ya descrito en diferentes especies como el conejo (Corteel, 1980; Ritar y
Salamon, 1991), el macho cabrio (Aboagla y Terada 2003; Bispo y col., 2011), el cerdo
(Bathgate y col., 2006) o el caballo (Martin y col., 1979). Otra posible explicacion podria
ser que en la técnica de separacion del plasma seminal mediante el método de la
centrifugacion, ademéas de eliminar el plasma seminal, también se elimine un gran

porcentaje de espermatozoides muertos y dafiados (Cebrian y col., 2010).

No obstante, no podemos olvidar que existe una importante controversia sobre la
necesidad o no de eliminar el plasma. Mientras que algunos autores destacan la importancia
del plasma seminal en el mantenimiento de la movilidad y la viabilidad de los
espermatozoides de toro (Maxwell y col., 1996), morueco (Ashworth y col., 1994; Graham
1994; Maxwell y Watson, 1996) y cerdo (Maxwell y col., 1996), otros describen sus efectos
perjudiciales en los mismos parametros espermaticos tras la congelacién-descongelacion
(de Lamirande y Gagnon 1984; Dott y col., 1979; Garcia y Graham, 1987; Watson 1981,
Schmehl y col., 1986; Moore y col., 2005). Aunque también existen autores que no
apreciaron ningun efecto cuando adicionaron plasma seminal a los espermatozoides
despues de la criopreservacion (Morrier y col., 2003; de Graaf y col., 2007; Dominguez y
col., 2008; Rovegno y col., 2012).
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De hecho, la controversia de la eliminacion o no del plasma seminal en la
conservacion se hace evidente en nuestros propios resultados, ya que mientras la
eliminacién del plasma parece aumentar los porcentajes de supervivencia espermatica,
independientemente de la edad del macho, por otro lado, observamos que aquellos
espermatozoides conservados en presencia del plasma seminal presentan menores indices
de espermatozoides vivos con acrosoma reaccionado. En otras palabras, el plasma podria
proteger a los espermatozoides de sufrir el proceso denominado como criocapacitacion.
Destacar que en nuestro caso, también observamos que los espermatozoides lavados pero
conservados con YH en polvo presentaron indices de criocapacitacion inferiores a los
obtenidos en el resto de tratamientos. Ademas, debemos tener en consideracion que los
diferentes componentes del plasma varian entre especies, entre machos y pueden aparecer y
desaparecer en funcion de factores ambientales, tales como la temporada de la recoleccion,
la temperatura, la nutricion o el estrés (Pérez-Pé y col., 2001; Muifio-Blanco y col., 2008).

La edad de los sementales fue un factor determinante en los parametros de calidad
seminal evaluados en fresco, siendo superiores en aquellas muestras procedentes de
moruecos de 2 afios con relacion a las obtenidas de machos de 1 afio. Tal y como reportd
Folch (1984) en ovinos de la raza Aragonesa, la concentracion espermética en machos de 9
meses es del 50 al 75 % de la que presentan los moruecos adultos. También Martinez y col.,
(1998), al comparar moruecos de 3-4 afios de edad con individuos de 1 afio en las razas
Coriedale, Merino Rambouillet y Romney Marsh, reportaron que la concentracion seminal
se incrementd en 15.78 % y la viabilidad en 11,58 % en los animales adultos respecto a los

datos obtenidos en animales jovenes.

Estos resultados se deben posiblemente a que el tamafio y el peso del parénquima
testicular son parametros altamente correlacionados con la produccion y calidad seminal y
fertilidad. En moruecos, el volumen de los testiculos aumenta paralelamente al crecimiento
corporal hasta que éste alcance el pleno estado adulto (Beltran de Heredia, 2009), lo que
sugiere que moruecos de mayor edad producen mayor cantidad y calidad de semen que los
jovenes, muchos de los cuales no habrian completado su crecimiento corporal y madurez

sexual. Tal y como lo demostraron Colas y Zinsner (1975) al comparar moruecos de las
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razas lle France y Lacaune, los porcentajes de fertilidad aumentaron con la edad de los
donantes, siendo de 45.5 % y 54.0 % al afio de edad y de 62.2 % y 61.5 % a los dos afios en

las dos razas, respectivamente.

De hecho, esta superioridad de la calidad seminal en los sementales de 2 afios se
mantuvo durante la refrigeracion y congelacion-descongelacion con valores superiores de
viabilidad, integridad acrosomal, resistencia osmotica (HOST) y porcentaje de
espermatozoides vivos con actividad mitocondrial alta en todos los tratamientos estudiados.
Resultados similares en integridad funcional de membrana, con actividad mitocondrial y
estructura de cromatina compacta reportd Lymberopoulos, y col. (2010) en moruecos de 4-
5 afios de edad al comparar con animales de 1-2 afios, con incremento de la fertilidad del un
15% vy prolificidad de méas de un 0.56%. Asi como también Rodriguez-Almeida y col.
(2008), en espermatozoides congelados-descongelados de las razas Pelibuey y Blackbelly
con yema de huevo al 20 %, encontraron valores superiores de reaccion acrosémica en
animales jovenes (un afio de edad), sin diferencias significativas en la viabilidad con

espermatozoides de moruecos adultos.

También la edad parece influir, aunque de manera desigual segun el tratamiento y el
parametro cinético analizado, en la calidad y cantidad de movimiento espermatico.
Concretamente se observo una superioridad por efecto de la edad en la motilidad total solo
cuando los espermatozoides fueron conservados en un medio a base de YH en polvo
(lavados y no-lavados) y en medio a base de YH clarificada, pero en presencia de plasma
seminal. Por otra parte, mientras que la edad no afectd la motilidad progresiva tras la
refrigeracion, fue significativamente superior en los espermatozoides procedentes de
machos de 2 afios tras la descongelacion, lo que sugiere que la edad no tan solo mejora las
caracteristicas seminales de los eyaculados evaluadas en fresco, sino que favorece la
capacidad de resistencia de los espermatozoides a la crioconservacion. De hecho, tanto tras
la refrigeracién como tras la descongelacion, hubo un incremento significativo en todos los
parametros cinéticos estudiados, a excepcion de la amplitud lateral del desplazamiento de la
cabeza (ALH) cuando los donantes de semen eran un afio mayor, independientemente del

tratamiento de conservacion utilizado. De igual manera reportaron Cabrera y col., (1998) en
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macho cabrio adulto un incremento de la motilidad progresiva de lo que presentaban
animales jovenes. También, en ovinos, Rodriguez-Almeida y col. (2008) entre otros autores
sefialan que los pardmetros cinéticos estan influenciados, entre otros factores, por la

madurez sexual.

Por ultimo, las dimensiones y forma de la cabeza de los espermatozoides
congelados-descongelados no se vieron modificadas por el efecto de la edad del donante, la
eliminacién o no del plasma seminal o el tipo de yema de huevo utilizado durante la
conservacion, presentando valores que estdn dentro del rango descrito en moruecos
(Maroto-Morales y col., 2010; Bravo, 2010).

En conclusion, los resultados presentados en este estudio sugieren que los
espermatozoides de moruecos de 2 afios tienen mayor concentracion, calidad inicial y
resistencia o supervivencia al proceso de refrigeracion y congelacion-descongelacion que
los espermatozoides de animales mas jovenes. De igual manera, la eliminacion del plasma
seminal mediante centrifugacion mejora los resultados de supervivencia seminal tras el
proceso de refrigeracion y congelacién-descongelacion, aunque no podemos concluir si esta
superioridad es debida a la ausencia de plasma en el medio de congelacion o a una supuesta
seleccion de los espermatozoides ejercida durante su procesamiento. Por ultimo, la yema de
huevo en polvo puede utilizarse de forma satisfactoria en la refrigeracion y congelacion de
espermatozoides ovinos, substituyendo el uso tradicional de la yema de huevo fresco y
aportando una mayor homogeneidad y seguridad sanitaria en la elaboracion de los
diluyentes de conservacion, mientras que la adicion de yema de huevo clarificada no
supone una ventaja en la supervivencia tras la conservacion. No obstante, mas estudios
deben llevarse a cabo para confirmar si los resultados de calidad analizada in vitro de estas
dosis seminales conservadas se corresponderian a los posibles resultados de fertilidad

obtenidos mediante técnicas de fecundacion in vitro y de inseminacion artificial.

87



BIBLIOGRAFIA

Aboagla, E.M.E.; Terada, T. (2003) - Trehalose-enhanced fluidity of the goat sperm
membrane and its protection during freezing. Biol Reprod., 69(4): 1245-1250.

Aisen, E. G.; Veturino, A. (2004) — Recoleccién y evaluacion del semen. En Reproduccion

ovinay caprina. Ed. Aisen, E. Inter-Medica. Argentina. pp: 55-609.

Ali, A.B.T.; Bomboi, G.; Floris, B. (2013) - Replacing chicken yolk with yolks from other
sources in ram semen diluents and their effects on fertility in vitro. Small Ruminant
Research., 113: 405-410.

Anton, M.; Martinet, V.; Dalgalarrondo, M.; Beaumal, V.; David-Briand, E.; Rabesona, A,
H. (2003) - Chemical and structural characterisation of low-density lipoproteins purified
from hen egg yolk. Food Chem., 83: 175-183.

Ashworth, P.J.C.; Harrison, R.A.P.; Miller, N.G.A.; Plummer, J.M.; Watson, P.F. (1994) -
Survival of ram spermatozoa at high dilution: protective effect of simple constituents of

culture media as compared with seminal plasma. Reprod Fertil Dev., 173-180.

Babiak, I.; Glogowski, J.; Luczynski, M.J.; Luczynski, M.; Demianowicz, W. (1999) - The
effect of egg yolk, lowdensity lipoproteins,methylxanthines and fertilization diluent on
cryopreservation efficiency of northern pike (Esox lucius) spermatozoa. Theriogenology.,
52: 473-479.

Barrios, B.; Pérez-Pé, R.; Gallego, M.; Tato, A.; Osada, J.; Muino-Blanco, T.; Cebrian-

Perez, J.A. (2000) - Seminal plasma proteins revert the cold-shock damage on ram sperm
membrane. Biol Reprod., 1531-1537.

88



Barrios, B.; Fernandez-Juan, M.; Muifio-Blanco, T.; Cebrian-Pérez, J.A. (2005) -
Immunocytochemical localization and biochemical characterization of two seminal plasma

proteins that protect ram spermatozoa against cold shock. J Androl., 26: 539-549.

Bathgate, R., Maxwell, W.M.; Evans, G. (2006) - Studies on the effect of supplementing
boar semen cryopreservation media with different avian egg yolk types on in vitro post-

thaw sperm quality. Reproduction in Domestical Animals., 41: 68-73.

Beltran de Heredia, 1. (2009) — Reproduccion y control reproductivo en el macho. En
Ovinotecnia (Produccion y Economia de la Especie). Eds: Safiudo, C.; Cepero Briz, R.

Prensas Universitarias de Zaragoza. Zaragoza, Espafia. pp: 105-114.

Bergeron, A.; Crete, M.H.; Brindle, Y.; Manjunath, P. (2004) - Low-density lipoprotein
fraction from hen’s egg yolk decreases the binding of the major proteins of bovine seminal
plasma to sperm and prevents lipid efflux from the sperm membrane. Biol. Reprod., 70:
708-717.

Bergeron, A.; Manjunath, P. (2006) - Newinsights towards understanding the mechanisms

of sperm protection by egg yolk and milk. Mol. Reprod. Dev., 73: 1338-1344.

Bispo, C.A.S.; Pugliesi, G.; Galvao, P.; Rodrigues, M.T.; Ker, P.; Filgueiras, B. (2011) -
Effect of low and high egg yolk concentrations in the semen extender for goat semen

cryopreservation. Small Ruminant Research, 100: 54— 58.

Bousseau, S.; Brillard. J. P.; Marguant-Le.; Guienne, B.; Guerin, B.; Camus, A.; Lechat,
M. (1998) - Comparison of bacteriological qualities of various egg yolk sources and the in
vitro and in vivo fertilizing potential of bovine semen frozen in egg yolk or lecithin based
diluents. Theriogenology., 50: 699 —706.

89



Bravo, J. (2010) - Estudio de la influencia de la estacion sobre los pardmetros seminales y
morfometricos del espermatozoide del morueco de la raza lle de France. Tesis Doctoral,

Facultad de Veterinaria de la Universidad de Extremadura, Espafia.

Cabrera, F.; Gonzalez, F.; Batista, M.; Forga, J.; Calero, P.; Gracia, A. (1998) - Influencia
de la edad y los factores ambientales sobre la produccién seminal del macho de la
agrupacién caprina canaria (variedad Majorera) a lo largo del todo el afio. En: Produccion
Ovina y Caprina. XXIII Jornadas Cientificas de la Sociedad Espafiola de Ovinotecnia y

Caprinotecnia. pp: 525-528

Cabrera, F.; Gonzélez, F.; Batista, M.; Calero, P.; Medrano, A.; Gracia, A. (2005) -The
Effect of Removal of Seminal Plasma, Egg Yolk Level and Season on Sperm Freezability
of Canary Buck (Capra hircus). Reprod Dom Anim., 40: 191-195.

Cebrian, J.; Muifio-Blanco, T.; Pérez-P¢é, R.; Casao, A. (2010) — Manejo y conservacion del
semen. En: Manejo reproductivo en ganado ovino. Cordinadores: Abecia, A; Focada, F.

Edt.Servet. Zaragoza, Espafa. pp: 127-135.

Colas, G.; Zinsner, F. (1975) — Production spermatique et croissance testiculaire chez
I’agneau de race lle de France et Prealpes. Journées de Recherche Ovine et Caprine en
France. Paris. Ed. ITOVIC (Paris).

Corteel, J.M, (1980) - Effets du plasma séminal sur la survie et la fertilité des

spermatozoides conservés in vitro. Reprod Nutr Develop., 20: 1111-1123.
Dominguez, M.P.; Falcinelli, A.; Hozbor, F.; Sanchez, E.; Cesari, A.; Alberio, R.H. (2008)

- Seasonal variations in the composition of ram seminal plasma and its effect on frozen-

thawed ram sperm. Theriogenology., 69: 564-573.

90



Dott, H.M.; Harrison, R.A.P.; Foster, G.C.A. (1979) - The maintenance of motility and the
surface properties of epididymal spermatozoa from bull, rabbit and ram in homologous

seminal and epididymal plasma. J Reprod Fertil., 55: 113-124.

Dauphas, S.; Beaumal, B.; Riaublanc, A.; Anton, M. (2006) - Hen Egg Yolk Low-Density
Lipoproteins Film Spreading at the Air-Water and Oil-Water Interfaces. J. Agric. Food
Chem., 54: 3733-3737.

Evans, G.; Maxwell, W.M.C. (1990) — Inseminacion artificial de ovejas y cabras. (Acribia).

Zaragoza. Pp. 160.

Fernandez-Juan, M.; Gallego, M.; Barrios, B.; Osada, J.; Cebrian-Pérez, J.A.; Muifio-
Blanco, T. (2006) - Immunohistochemical localization of sperm-preserving proteins in the
ram reproductive tract. J Androl., 27: 588-595.

Fernandez-Santos, M.R.; Esteso, M.C.; Montoro, V.; Soler, AJ.; Garde, J.J. (2006) -
Cryopreservation of Iberian red deer (Cervus elaphus hispanicus) epididymal spermatozoa:
Effects of egg yolk, glycerol and cooling rate. Theriogenology., 66: 1931-1942.

Folch, J. (1984) - Manejo reproductivo de los ovinos de carne y sus bases fisioldgicas. Eds.

Institucion “Fernando el Catolico” Zaragoza, Espafia. pp: 43-46.

Garcia M.A.; Graham, E.F. (1987) - Dialysis of bovine semen and its effect on fresh and
freeze-thawed spermatozoa. Cryobiology., 24: 446-454.

Garde, J.J.; del Olmo, A.; Soler, A.J.; Espeso, G.; Gomendio, M.; Roldan, R. S. (2008) -
Effect of egg yolk, cryoprotectant, and various sugars on semen cryopreservation in
endangered Cuvier’s gazelle (Gazella cuvieri). Animal Reproduction Science., 108: 384—
401.

91



de Graaf, S.P.; Evans, G.; Gillan, L.; Guerra, M.M.P.; Maxwell, W.M.C.; O’Brien, J.K.
(2007) - The influence of antioxidant, cholesterol and seminal plasma on the in vitro quality

of sorted and non-sorted ram spermatozoa. Theriogenology., 67: 217-227.

Graham, J.K.; Foote, R.H. (1987) - Effect of several lipids fatty acyl chain length and
degree of unsaturation on the motility of bull spermatozoa after cold shock and freezing.
Cryobiology., 24: 42-52.

Graham, J.K. (1994) - Effect of seminal plasma on the motility of epididymal and
ejaculated spermatozoa of the ram and bull during the cryopreservation process.
Theriogenology., 41: 1151-62.

Hancock, J.L. (1957) - The morphology of boar spermatozoa. J. R. microsc. Soc., 76: 84-
97.

Hidalgo, M.; Rodriguez, I.; Dorado, J. (2006) -Influence of staining and sampling
procedure a goat sperm morfhometry using the Sperm Class Analyzer. Theriogenology.,
66: 996-1003.

Hildebrandt, T.B.; Reid, C.; Krieg, R.; Ji, W.Z.; Fassbender, M.; Hermes, R. (2006) - The
successful double cryopreservation of rabbit (Oryctolagus cuniculus) semen in large
volume using the directional freezing technique with reduced concentration of

cryoprotectant. Theriogenology., 65: 788 —98.

Holt, C.; Holt, W.V.; Moore, H.D. (1996) - Choice of operating conditions to minimize
sperm subpopulation sampling bias in the assessment of boar semen by computer-assisted
semen analysis. J. Androl. 17: 587-596.

Jeyendran, R.S.; Van der Ven, H.H.; Perez-Pelaez, M.; Crabo, B.G.; Zaneveld, L.J.D.
(1984) - Development of an assays to asses the functional integrity of the human sperm

membrane and its relationship to other semen characteristics. J Reprod Fertil., 70: 219-228.

92



Johnson, L.A.; Weitze, K.F.; Fiser, P.; Maxwell, W.M.C. (2000) - Storage of boar semen.
Animal of Reproduction Science, 62: 143-172.

Kampschmidt, R. F.; Mayer, D.T.; Heman, H.A. (1953) - Lipid and lipoprotein constituents
of egg yolk in the resistance and storage of bull spermatozoa. J Dairy Sci., 36:733—42.

Kulaksiz, R.; Cebi, C.; Akcay, E.; Daskin, A. (2010) -The protective effect of egg yolk
from different avian species during the cryopreservation of Karayaka ram semen. Small
Ruminant Research., 88: 12-15.

de Lamirande E, Gagnon C, 1984: Origin of a motility inhibitor within the male
reproductive tract. J Androl., 5: 269-276.

Lamia, A.; Daniel, T.; Laétitia, J.; Chantal, T.; Olivier, G.; Jean, L.C.; Marc, A. (2004) -
Bull semen in vitro fertility after cryopreservation using egg yolk LDL: acomparison

withOptidyl1, acommercial egg yolk extender. Theriogenology., 61: 895-907.

Manjunath, P.; Nauc, V.; Bergeron, A.; Menard, M. (2002) - Major proteins of bovine
seminal plasma bind to the low-density lipoprotein fraction of hen’s egg yolk. Biol.
Reprod., 67: 1250-1258.

Marco-Jimenez, F.; Puchades, S.; Moce, E.; Viudes-De-Cartro, M.; Vicente, J.; Rodriguez,
M. (2004) - Use of Powdered Egg Yolk vs Fresh Egg Yolk for the Cryopreservation of
Ovine Semen. Reprod Dom Anim., 39: 438-441.

Martin, J.C.; Klug, E.; Gunzel, A.R. (1979) - Centrifugation of stallion semen and its

storage in large volume straws. Journal of Reproduction and Fertility., 27: 47-51.

Martinez, R.; Vasquez, R.; Cerquera, A.; Espinosa, E. (1998) — Caracterizacion de la
respuesta a crioprencién y evaluacion por prueba de reaccion agrosémica in vitro de la

fertilidad del semen ovino. Rev. Corpica. Colombia. 11: 90-97.

93



Maroto-Morales, A. (2012) - Evaluacion objetiva de la morfometria de los espermatozoides
de ovino (Ovis aries). Relacionados con la fertilidad. Tesis doctoral, Facultad de

Veterinaria, Universidad de Castilla-La Mancha, Espafia.

Maxwell, W.M.C.; Welch, G.R.; Johnson, L.A. (1996) - Viability and membrane integrity
of spermatozoa after dilution and flow cytometric sorting in the presence or absence of

seminal plasma. Reprod Fertil Dev., 8: 1165-1178.

Maxwell, W.M.C.; Watson, P.F. (1996) - Recent progress in the preservation of ram semen.
Anim Reprod Sci., 42: 55-65.

Maxwell, W.M.C.; de Graaf, S.P.; ElI-Hajj Ghaoui, R.; Evans, G. (2007) - Seminal plasma
effects on sperm handling and fertility. En: Juengel JI, Murria JF and Smith MF (ed).
Reproduction in Domestic Ruminants VI. Nottingham UK: Nottingham University Press;
13-38.

Miranda, J.; Guerrero, A.F.; Partal, P. (2000) - Reologia de derivados de la yema de huevo
deshidratada. Grasas y Aceites. 51: 244-250.

Moore, A.l.; Squires, E.L.; Graham, J.K. (2005) - Effect of seminal plasma on the

cryopreservation of equine spermatozoa. Theriogenology., 63: 2372-2381.

Morrier, A.; Castonguay, F.; Bailey, J.L. (2003) - Conservation of fresh ram spermatozoa at

5°C in the presence of seminal plasma. Can J Anim Sci., 83: 221-227.

Moussa, M.,Martinet, V.; Trimeche, A.; Tainturier, D.; Anton, M. (2002) - Low density
lipoproteins extracted from hen egg yolk by an easy method: cryoprotective effect on

frozen—thawed bull semen. Theriogenology., 57: 1695-1706.

Muifio-Blanco, T.; Pérez-Pé, R.; Cebrian-Pérez, J.A. (2008) - Seminal Plasma Proteins and

Sperm Resistance to Stress. Reprod Dom Anim., 43 (Suppl. 4), 18-31.

94



Nagy, S.; Jansen, J.; Topper, E.K.; Gadella, B.M. (2003) - A triple-stain flow cytometric
method to assess plasma- and acrosome-membrabe integrity of cryopreserved bovine sperm

immediately after thawing in presence of egg-yolk particles. Biol. Reprod., 68: 1828-1835.

Pace, M.; Graham, P. (1974) - Components in egg yolk which protect bovine spermatozoa
during freezing. J.Animal Science., 39 (6): 1144-1149.

Pérez-P¢é, R.; Barrios, B.; Muifio-Blanco, T.; Cebrian-Pérez, J.A. (2001) — Seasonal
differences in ram seminal plasma revealed by partition in anaqueous two-phase system. J
Chrom B., 76: 113-121.

Quinn, P.J.; Chow, P.Y.W. (1980) - Evidence that phospholipids protects spermatozoa
from cold shock at a plasmamembrane site. J. Reprod. Fertil., 60: 403-407.

Ritar, A.J.; Salamon, S. (1991) - Effects of month of collection, method of processing,
concentration of egg yolk and duration of frozen storage on viability of Angora goat

spermatozoa. Small Ruminant Research, 4(1), 29-37.

Rodriguez-Almeida, F.; Avila, C.O.; Anchondo, A, Sanchez-Ramirez, B.; Jiménez, J.A.
(2008) - Capacitacion espermatica inducida por la conservacion de semen de carnero

diluido, refrigerado o congelado. Agrociencia-Mexico. 42 (4): 399-406.

Rovegno, M.; Beringui, W.; Monteiro, A.; Mota, C.; Visintin, J.A.; Ortiz, M.E. (2013) -
Assessment of post-thawed ram sperm viability after incubation with seminal plasma. Cell
Tissue Bank.,14: 333-3309.

Salamon, S.; Maxwell, W.M.C. (1995) - Frozen storage of ram semen Il. Causes of low

fertility after cervical insemination and methods of improvement. Anim Reprod Sci., 38: 1-
36.

95



Salamon, S.; Maxwell, W.M.C. (2000) - Storage of ram semen. Anim Reprod Sci., 62: 77-
111.

Schmeh, M.K.; Anderson, S.P.; Vazquez, I.A.; Graham, E.F. (1986) - The effect of dialysis
of extended ram semen prior to freezing on post-thaw survival and fertility. Cryobiology.,
23: 406-414.

Thibier, M.; Guerin, B. (2000) - Hygienic aspects of storage and use of semen for artificial
insemination. Anim Reprod Sci., 62: 233-251.

Wall, R.J.; Foote, R.H.; (1999) - Fertility of bull sperm frozen and stored in clarified egg
yolk-Tris-glycerol extender. J. Dairy Sci., 82: 817-821.

Watson, P.F.; Martin, C.A. (1975) - The influence of some fractions of egg yolk on the

survival of ram spermatozoa at 5 °C. Aust. J. Biol. Sci., 28: 145-152,
Watson, P.F. (1981) - The effects of cold shock on sperm cell membranes. In: Effects of

Low Temperatures on Biological Membranes. G.J.Morris & A.Clark, eds. Academis Press,
New York, pp: 189-218.

96



4.2. CAPITULO II

Estudio de diferentes diluyentes libres de aditivos de origen
animal y otras alternativas a la tradicional crioconservacion

espermatica en moruecos.






ABSTRACT

Our first aim was to study potential extenders free from additives of animal origin using
as cryoprotectant soybean lecithin or butylated hydroxytoluene (BHT), and also the
efficiency of trehalose as an alternative of glycerol on sperm cryopreservation.
Secondly, we also assessed the buffer system effect comparing Tes-Tris buffer system
(TEST) vs Tris and citric acid buffer system (TRIS), testing simultaneously the
inclusion of BHT (5.0 mM) as antioxidant on ram sperm cryosurvival. Briefly, fresh
ejaculates from 8 young rams (1 year old approximately) were collected by artificial
vagina and immediately mixed in equal quantities. Pooled semen was washed by
centrifugation and the pellet was split into 6 equal aliquots and re-suspended in one of
the 6 different Tris-based media with BHT (0.6mM), soybean lecithin 1% (w/v) or
powered egg yolk (15%,v/v) as cryoprotectant supplemented by 5% of glycerol or
100mM of trehalose. In the second experiment, washed semen was split into 8 equal
aliquots and diluted in a 1% (w/v) soybean lecithin or in a 15% (v/v) powered egg yolk-
based media with TEST or TRIS buffer system and with or without BHT (5.0mM). All
of the 8 different extenders were supplemented by 5% glycerol. Afterwards, all sperm
samples were refrigerated at 5° C for 4 hours before being frozen in nitrogen liquid
vapors. Sperm motility was analyzed by computer assisted sperm analysis (ISAS®) and
viability, acrosomal integrity and viability after hyposmotic test (HOST) were
determined by eosine/nigrosine stain after refrigeration. After thawing, viability, and
acrosome integrity were determined by by eosine/nigrosine stain, as well sperm motility
and morphometry by ISAS ® (meantSE, n=6). Refrigerated and frozen/thawed sperm
preserved in a BHT-based media showed the lowest values (p<0.001) in all the assessed
quality parameters, meanwhile no differences were observed between sperm preserved
in a soybean lecithin or powered egg yolk based media, even both cryoprotectant had a
better effect on sperm cryosurvival, when they were combined with glycerol. On the
other hand, the buffer system TRIS provided a higher thawed sperm quality (p<0.001)
than the TEST buffer, independently of the cryoprotectant used. Finally, the presence of
BHT as antioxidant improved all the parameters evaluated on sperm preserved in the

media with buffer system TRIS, also independently of the cryoprotectant used.
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INTRODUCCION

Generalmente, la yema de huevo ha sido utilizada en los diluyentes de
crioconservacién de semen (Salamon y Maxwell, 2000; Leboeuf y col., 2000), a pesar
de contener sustancias que interfieren en el metabolismo celular reduciendo la motilidad
espermatica (Demaniowicz y Strzezek, 1996). Ademaés, la tendencia a eliminar
componentes de origen animal en los diluyentes de crioconservacion hace que la
posibilidad de utilizar un sustituto a la yema de huevo sea muy deseable. En los ultimos
afios se han sugerido diferentes propuestas como la adicion de lecitinas de origen
vegetal como lecitina de soja, por su alto contenido de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) en los diluyentes de criopreservacién de espermatozoides de toro (Aires y col.,
2003), caballo (Aurich y col., 2007), cerdo (Zhang y col., 2009) y morueco (Gil y col.,
2003; de Paz y col., 2010; Forouzanfar y col., 2010), llegandose a comercializar como
el diluyente Bioexcell® en moruecos, el Biociphos Plus® en toro o incluso el
Andromed® en humana. De la misma manera, la inclusion del butil hidroxitolueno
(BHT) como crioprotector ha sido propuesto como un sustituto fiable de la yema de
huevo en la criopreservacion del semen de caprino (Abd Elhakeam, 2001; Khalifa y
col., 2008).

Por otro lado, el glicerol, que a su vez es el crioprotector penetrante mas
utilizado en los diluyentes de congelacion, es potencialmente citotdéxico (Holt, 2000;
Watson, 2000), no siendo la base de sus propiedades crioprotectoras completamente
conocidas (Aires y col., 2003). De nuevo, la busqueda de diluyentes crioprotectores
alternativos y de composicién definida para la crioconservacion de espermatozoides de
morueco estd mas que justificada. Uno de los candidatos propuestos a sustituir el
glicerol como crioprotector es la trehalosa (Molinia y col., 1994; Sanchez-Partida y col.,
1998) ya que promueve la deshidratacion celular, reduciendo los efectos negativos de la
formacion de cristales de hielo (Aisen y col., 2002; 2005) y es capaz de interaccionar
con los fosfolipidos y proteinas de la membrana, proporciondndole una mayor
flexibilidad contra el dafio celular provocado por la congelacion (Aisen y col., 2002;
Bucak y col., 2007). De esta manera, el uso de trehalosa representa una alternativa al

glicerol muy interesante (Tonieto y col., 2010).
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Otro aspecto crucial en la conservacion del semen es el mantenimiento del pH
del diluyente en el que los espermatozoides son diluidos, puesto que el pH interno del
espermatozoide esta directamente relacionado con el pH del diluyente y, a su vez, con la
motilidad (Jones y Bavister, 2000). La adicién de agentes tamponadores a los diluyentes
de conservacion ayudan a controlar el pH, siendo la solucion mas empleada el tampon
TRIS ylo citrato, el cual es incluido como componente basico de los diluyentes de
crioconservacion espermatica (Salamon y Maxwell, 2000). A pesar de los escasos
estudios realizados para evaluar otras alternativas a estos tampones en la composicion
de diluyentes semi-sintéticos, parecen existir evidencias que sugieren que la utilizacion
de tampones zwitterion mejora la calidad in vitro de los espermatozoides de muchas
especies (Tuli y Holtz, 1992; Molinia y col., 1994; Yaniz y col., 2011). De hecho,
Graham y col., (1972) ya demostraron que el tampon zwitterionic Tes combinado con
Tris (TEST) resultdé ser el sistema tampon mas satisfactorio para congelar
espermatozoides de toro. Este sistema TEST ha sido también utilizado en la congelacion

de espermatozoides de morueco (Anel y col., 2003) y de gacela (Garde y col., 2008).

Asimismo, es importante valorar y reducir en lo posible el dafio oxidativo sobre
la membrana de los espermatozoides, ya que la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) durante la crioconservacion (Alvarez y Storey, 1992) disminuye la
supervivencia y capacidad fecundante de las dosis criopreservadas para la Inseminacién
Artificial (Maxwell y Watson, 1996). Una manera de reducir los efectos perjudiciales de
las ROS podria ser la adicion de componentes con capacidad antioxidante al diluyente
de congelacion para bloguear o prevenir el estrés oxidativo. Entre los diferentes
componentes antioxidantes, el butil hidroxitolueno (BHT), que es un analogo sintético
de la vitamina E, ha sido probado con resultados satisfactorios en distintas especies
como en espermatozoides de toro (ljaz y col., 2009), de morueco (Watson y Anderson,
1983) y de cerdo (Rocay col., 2004).

El objetivo de este segundo capitulo fue en primer lugar comparar la eficiencia
de distintas combinaciones de crioprotectores como la yema de huevo en polvo, lecitina
de soja o el BHT, junto al glicerol o a la trehalosa, asi como también la eficacia de dos

sistemas tampdon como son el TRIS y TEST en medios de conservacion a base de yema
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de huevo en polvo o de lecitina de soja, junto con la suplementacion o no de BHT como

antioxidante en la refrigeracion y criopreservacion de espermatozoides ovinos.

MATERIALES Y METODOS

Todos los reactivos utilizados procedian de la casa comercial Sigma-Aldrich,
excepto la yema de huevo en polvo que procedia de NIVE (Nunspeet Holland

Eiproducten).

Los siguientes experimentos se llevaron a cabo entre las instalaciones del IRTA
en Caldes de Montbui y la Universidad Autonoma de Barcelona. Para ello, se utilizaron
8 moruecos (4 de raza Xisqueta y 4 de Aranesa), a los que se les colectdé semen con
vagina artificial 2 dias/semana y 2 eyaculados/dia en otofio, a la de edad de un afio
aproximadamente, realizando un total de 6 réplicas en cada experimento. Tras la
recogida de los eyaculados, y manteniéndolos en un Bafio Maria a 37°C, se procedio a
valorar su motilidad masal y volumen siguiendo la clasificacién de Evans y Maxwell
(1990). A continuacion, los eyaculados eran mezclados en un solo tubo (pool), a partir
del cual se dividia en varias alicuotas segun el nimero de tratamientos que se
pretendiera estudiar en cada experimento. Seguidamente, cada una de las alicuotas era
diluida (1:6) con la solucion base TGC (Salamon y Maxwell, 2000), y centrifugada a
600 g durante 10 minutos. Una vez eliminado el sobrenadante, y el sedimento era
diluido de nuevo en 9 mL de la solucién TGC para realizar una segunda centrifugacion
(600xg por 10". Finalmente, el sobrenadante era descartado y el sedimento de las

distintas alicuotas era recuperado para su posterior procesamiento en los experimentos 1

y 2.

Experimento 1: Efecto de la combinacion de diferentes crioprotectores en los

medios de conservacion de espermatozoides ovinos

En este primer experimento, tras el proceso de centrifugacion de la mezcla de
eyaculados se obtuvieron 6 alicuotas de semen lavado. Tres de las alicuotas fueron
resuspendidas (1:4) en la solucion TGC a una concentracion final de 5% de glicerol y a
la que se le habia agregado previamente uno de los crioprotectores: yema de huevo en
polvo 15 % (v/v), lecitina de soja 1% (w/v) o butil hidroxitolueno (BHT) (0.6mM),
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dando lugar a 3 tratamientos distintos de conservacion. De igual manera, las otras 3
alicuotas procedentes del lavado de la mezcla de eyaculados fueron resuspendidas (1:4)
también en solucion TGC, pero con una concentracion final de 100mM de Trehalosa
junto con uno de los 3 crioprotectores: yema de huevo en polvo 15 % (v/v), lecitina 1%
(w/v) o butil hidroxitolueno BHT (0.6mM), dando lugar a otros 3 tratamientos distintos
de conservacion. Todas las soluciones utilizadas para la conservacion espermatica
contenian penicilina benzatinica (1000 UI/mL) y sulfato de estreptomicina (1.0 mg/mL),

con el objetivo de evitar posible contaminaciones.

La metodologia utilizada para la adicion del BHT en las distintas soluciones fue
similar a la descrita anteriormente por Khalifa y col., (2008). Para ello, se disolvié 0.013
gr de butil hidroxitolueno (BHT) en 0.25 ml de dimetilsulfoxoido (DMSO) para obtener
una concentracion final de 0.60 mM de BHT y de 35.2mM de DMSO en los distintos
diluyentes.

Experimento 2: Efecto del antioxidante BHT y del sistema tampon sobre la
conservacion de espermatozoides ovinos en medios a base de yema de huevo en

polvo o lecitina de soja.

Para la refrigeracién y crioconservacion de los espermatozoides en este segundo
experimento se utilizaron dos diluyentes base, la solucion TGC descrita anteriormente y
la solucion TTG a base del tampon TEST y compuesta por 209 mM Tes (N-
[Tris(hidroximetil)metil]-2-aminoetanosulféonico), 99 mM  Tris  ([hidroximetil]
aminometano) y 27.75 mM D (+)-Glucosa, ajustada a un pH 7.17 £ 0.02 y una
osmolaridad 330 + 2.01 mOsm (Garde y col., 2008). De igual manera que en el
experimento 1, el plasma seminal era eliminado mediante centrifugacion, obteniendo 8
alicuotas de semen lavado procedente de la mezcla de eyaculados. Seguidamente, 2 de
las alicuotas fueron resuspendidas (1:4) en la solucion TGC con un 5% de glicerol y
yema de huevo en polvo al 15 % (v/v), una de ellas en presencia de BHT (5mM) en el
diluyente y la otra sin BHT, mientras que otras 2 eran tambiéen resuspendidas (1:4) en la
solucion TGC, pero con lecitina de soja 1% (w/v), una en presencia de BHT y otra sin el
antioxidante, dando lugar a 4 tratamientos distintos de conservacion. Por otra parte, las
otras 4 alicuotas de espermatozoides restantes fueron procesadas siguiendo la misma

metodologia, pero en solucion TTG, dando lugar a otros 4 tratamientos distintos de
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conservacion. Brevemente, 2 alicuotas fueron resuspendidas en solucion TEST con
YHP, una en presencia de BHT y la otra sin BHT, mientras que las otras 2 se
resuspendieron en diluyente TEST a base de lecitina de soja con y sin BHT como

antioxidante.

Una vez homogenizadas las distintas suspensiones, tanto en el experimento 1
como en el 2, los tubos eran introducidos en un recipiente con 10 ml de agua a 20 °C,
colocados en una nevera portatil (Dometic-Waeco®) a 5 °C vy trasladados desde del
IRTA a una camara de frio de la Facultad de Veterinaria de la UAB. Tras
aproximadamente 3h30' de permanecer las suspensiones espermaticas en refrigeracion
se les agregaron los mismos diluyentes correspondientes, con la finalidad de llegar a
una concentracién final de 400 x10° de espermatozoides/mL. A continuacion, las
distintas alicuotas refrigeradas fueron envasadas manualmente en pajuelas de 0.25 mL
(IMV, L’Aigle Cedex, France) y selladas con alcohol polivinilico. Una vez transcurridas
las 4 horas de refrigeracion, las pajuelas fueron congeladas en vapores de nitrogeno
liquido (LN3), a 5 cm por encima del nivel de LN, durante 10 minutos, para finalmente

ser sumergidas en él para su almacenamiento hasta su descongelacion.

Analisis de los parametros de calidad seminal

La viabilidad y morfologia espermatica de la mezcla de eyaculados en fresco,
tras 4 h de refrigeracion y tras la descongelacion de las muestras conservadas con los
distintos tratamientos se evalué por medio la tincion de eosina-nigrosina, tal y como se
describe en el primer capitulo. El test de endosmosis (HOST) se realiz6 Unicamente tras
la mezcla de eyaculados en fresco y tras 4 h de refrigeracion. La morfometria de las
muestras se evaluo en fresco y tras la descongelacion, mientras que la cantidad y calidad
de movimiento de los espermatozoides en las distintas suspensiones espermaticas se
evalué tras la refrigeracion y post-descongalcion mediante el sistema ISAS® (Proiser
R+D S.D., Valencia).

Andlisis Estadistico

En los dos experimentos, los datos de viabilidad, integridad de membrana

plasméatica, morfometria y los pardmetros cinéticos descriptores del movimiento
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espermatico (variables dependientes), se analizaron utilizando el procedimiento GLM
(ANOVA) de SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.), siendo los valores
obtenidos expresados como media + error estandar de la media. Se realizd6 6
repeticiones en cada tratamiento. Cuando las diferencias fueron significativas (p <0.05),
se realizd el test de Bonferroni de comparacion de medias a posteriori. La normalidad y
homogeneidad de varianza de los parametros espermaticos se comprobaron con el tests
de Kolmogorv-Smirnov y Levene. Las variables dependientes que no cumplieron con
los supuestos de igualdad de varianza y distribucién normal fueron sometidas a una

transformacioén arcoseno, antes del analisis estadistico.

RESULTADOS

Experimento 1. Efecto de la combinacion de diferentes crioprotectores en los

medios de conservacion de espermatozoides ovinos

Los resultados obtenidos tras el analisis seminal de la mezcla de eyaculados son
una concentracion seminal de 2.902 + 165.6 millones de espermatozoides/mL, una
viabilidad estimada por E/N del 66.6 % * 2.4, una integridad funcional de sus
membranas tras la prueba de HOST del 41.8 % * 9.4, una integridad acrosomal de 80.2
% + 2.1, una motilidad masal de 2.1+0.1 y un porcentaje de anormalidades espermaticas
de 21.8 % £ 2.7. Al comparar los resultados obtenidos de viabilidad tras el proceso de
refrigeracion (Tabla 1.1), se observa que aquellos espermatozoides conservados en BHT
como crioprotector sustituto de la yema de huevo, independientemente de estar
combinado con glicerol o trehalosa, presentaron valores inferiores al resto de
tratamientos, aunque solo significativamente diferentes con los conservados con
glicerol, tanto con YHP como con lecitina. Respecto a la capacidad de resistencia al
shock hipoosmotico, la tendencia fue similar, presentando valores inferiores de
integridad funcional de la membrana en aquellos espermatozoides conservados en BHT,
especialmente en combinacion con trehalosa, difiriendo éste dltimo significativamente
del resto de tratamientos que no contenian BHT como crioprotector. A su vez, el
diluyente a base de yema de huevo en polvo complementado con glicerol (YHP-G)
proporciond valores superiores a los obtenidos en los demas tratamientos, aunque sin

diferencias significativas con lo observado en el medio también a base de yema de
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huevo en polvo pero complementado con trehalosa (YHP-T) y con el obtenido en el

medio a base de lecitina con glicerol (LS-G).

Tabla 1.1. Efecto de la combinacion de diferentes crioprotectores en los medios de
conservacion de espermatozoides ovinos sobre la viabilidad, resistencia osmética

(HOST) y motilidad espermaética tras la refrigeracion (media + se, n=6).

Tratamiento  YHP-G LS-G BHT-G YHP-T LS-T BHT-T

Viabilidad ~ 55.3%+5.8°  53.3x1.7° 40.3+1.3° 48414 49.1+3.6® 39.1+3.6"
HOST (%)  34.6+3.0°  31.3+2.0® 25.1+3.1" 29.3+0.5® 27.9+1.8° 20.3+1.3°
MT (%) 77.6£3.9°  705+1.4° 452+1.4% 69.8+4.6°  60.247.6® 41.2+3.6°
MP (%) 45.8+7.1° 437432 252+1.1° 356+37" 34.9+1.8" 20.1+1.1°
VCL(um/s)  106.5#3.9° 97.445.7° 58.2+2.6° 66.7+2.8° 66.8+4.3"° 61.7+0.9°
VSL (um/s)  38.4#2.6°  35.2+15° 18.3+1.1° 285+25°  24.1+0.8" 20.5+1.8%
VAP (um/s)  62.3#3.2°  53.9+3.2° 31.4+1.3° 422423  36.6+2.6 33.3+2.0°
LIN (%) 43.6+2.3*  40.6+35" 34.9+15" 359+1.1" 39.1+1.5™ 33.3+1.0°
STR (%) 65.142.3°  635+2.4° 56.5+0.8° 63.7+1.5°  60.9+1.8° 53.3+1.8°
ALH(um) 4.7+0.2° 49+0.3*  3.1+0.1° 3.0+0.1° 35+0.2°  3.2+0.1°
BCF (Hz) 7.4+0.3° 5.240.4°  3.6+0.3° 5.7+0.3° 43+0.2°  4.3+0.4°

24 Diferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (YHP-G: YH en polvo +
glicerol, LS-G: lecitina + glicerol, BHT-G: butil hidroxitolueno + glicerol, YHP-T: YH en polvo + trehalosa, LS-T:
lecitina + trehalosa, BHT-T: butil hidroxitolueno + trehalosa). MT: motilidad total, MP: motilidad progresiva, VCL.:
velocidad curvilinea, VSL: velocidad rectilinea, VAP: velocidad media, LIN: indice de linealidad, STR: indice de
rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batida. Numero de
espermatozoides =7,063

De la misma manera, la mayoria de los parametros cinéticos analizados
mediante el sistema ISAS de las distintas suspensiones espermaticas sometidas a estudio
(Tabla 1.1.) parecen mostrar un patron semejante a lo anteriormente descrito,
observandose los valores mas bajos en los espermatozoides conservados en BHT, tanto
con glicerol como con trehalosa, y los valores intermedios en el resto de tratamientos
con trehalosa, mientras que los superiores se observan en aquellos refrigerados en
medios con glicerol, independientemente de si estaban combinados con YHP o Lecitina
de soja. De las diferencias significativas observadas entre los distintos tratamientos, se
destaca que en ninguno de los distintos parametros analizados se encontraron

diferencias entre los espermatozoides conservados en YHP respecto a los conservados
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en lecitina de soja, tanto cuando eran combinados con glicerol como cuando éste era
substituido por trehalosa, a excepcion de la frecuencia (BCF), que presentaron valores
significativamente superiores cuando eran conservados en presencia de yema de huevo
en polvo, siendo significativamente superior al resto de tratamientos en el caso de
combinarla con el glicerol, tal y como sucedié también al analizar la velocidad media
(VAP), difiriéndose solo entre la observada en los espermatozoides conservados en

YHP y la presentada en el caso de usar LS al combinarse con el glicerol.

De nuevo, una vez analizados los distintos parametros espermaéticos tras la
descongelacion de las muestras seminales (Tabla 1.2.), los resultados siguieron la
misma tendencia que la observada en los espermatozoides refrigerados, es decir, valores
superiores en los tratamientos a base de glicerol y valores intermedios en los
tratamientos a base de trehalosa, ya sean combinados con yema de huevo en polvo o
lecitina, mientras que los peores resultados se observaron siempre en los tratamientos
que contenian BHT como sustituto de la YHP o de la lecitina de soja. No obstante, las
diferencias fueron mas marcadas entre estas 3 categorias tras la descongelacion que tras
la refrigeracion, mostrando valores significativamente superiores en el caso de
conservarlos en presencia de glicerol, independientemente de si se combinaba con YHP

o lecitina.
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Tabla 1.2. Efecto de la combinacion de diferentes crioprotectores en los medios de
conservacion de espermatozoides ovinos sobre la viabilidad y motilidad espermatica

tras la congelacion/descongelacion (media * se, n=6).

Tratamien. YHP-G LS-G BHT-G YHP-T LS-T BHT-T

Viabilidad ~ 33.0+0.8* 31.9+1.2° 17.3#15° 23.8+1.8" 23.2+15" 19.9+3.1™
MT (%) 48.4+43.3* 44.4+43.3* 205+1.4° 351+1.4° 28.9+0.8" 23.8+1.3"
MP (%) 24.042.7° 22.7+0.9° 10.5+0.4° 17.3+0.5° 17.120.7°  12.0+0.5°
VCL (um/s) 61.842.9° 54.9+3.4% 43.6+1.6° 40.3+3.9° 33.8+1.9° 31.5+0.5"
VSL (um/s)  28.1+2.4° 26.8+1.9° 14.8+0.2° 19.1+0.7° 157405 14.4+1.1°
VAP (um/s)  39.9+2.4° 36.24¢0.5° 24.6+0.5° 28.9+1.7° 31.5%1.5° 24.740.9°
LIN (%) 57.4+0.9° 54.9+2.6° 38.4+1.3" 47.5+1.6™ 483+3.9° 41.4+15"
STR (%) 70.8+0.4° 70.5+1.2° 59.9+1.1° 63.3+3.3" 62.2+2.2° 61.3+1.4°
ALH (um) 2.740.1®  29+0.1°  1.8+0.0" 2.4+0.3° 22+0.1c®  2.0+0.1%
BCF (Hz) 7.140.3°  6.6+0.4°  2.8+0.2°  4.6+0.4°  4.4+04°  2.2+0.3°

“Diferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (YHP-G: YH en polvo +
glicerol, LS-G: lecitina + glicerol, BHT-G: butil hidroxitolueno + glicerol, YHP-T: YH en polvo + trehalosa, LS-T:

lecitina + trehalosa, BHT-T: butil hidroxitolueno + trehalosa). MT: motilidad total, MP: maotilidad progresiva,
VCL: velocidad curvilinea, VVSL: velocidad rectilinea, VAP: velocidad media, LIN: indice de linealidad, STR:
indice de rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batida. Numero de
espermatozoides =2,953

Al comparar las medidas morfométricas de los espermatozoides frescos con los
espermatozoides criopreservados no se observd ningun efecto sobre la forma de la
cabeza, pero si sobre sus dimensiones (Tabla 1.3.). De esta manera, se observd, tras el
analisis mediante el ISAS, que la longitud de la cabeza de los espermatozoides frescos
es significativamente superior a la de los espermatozoides criopreservados en BHT,
tanto en glicerol como en trehalosa, sin observarse diferencias con el resto de
tratamientos. Ademas, tampoco los valores del ancho, area y perimetro de la cabeza de
los espermatozoides frescos difirieron significativamente de los valores obtenidos tras
descongelar espermatozoides conservados en medios a base de yema de huevo en polvo,
tanto combinado con glicerol como con trehalosa, asi como tampoco el ancho de la

cabeza de los espermatozoides congelados en lecitina combinada con glicerol.

Respecto a las dimensiones de los espermatozoides congelados en diferentes

medios de congelacion, no se observaron diferencias de las dimensiones de la cabeza
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entre tratamientos, a excepcion del medio a base de BHT con glicerol que muestran, en
la longitud, area y perimetro de la cabeza esspermatica, valores significativamente
inferiores a los observados con ambos medios a base de YHP (con glicerol y con
trehalosa). Igualmente, los valores del ancho de cabeza la YHP en glicerol fue
significativamente superior al BHT con glicerol y trehalosa, y a la lecitina con trehalosa.

Tabla 1.3. Parametros morfométricos de dimension de cabeza de espermatozoides
ovinos frescos y criopreservados con diferentes combinaciones de crioprotectores

(media + es, n=6).

Tratamientos Longitud Ancho Area Perimetro
9) (um)
(um) (um) (pm
YHP-G 8.5+0.0® 4.9+0.0° 34.6+0.2% 23.5+0.1%
LS-G 8.4+0.0°° 4.8+0.0% 33.6+0.4™ 23.2+0.1%
BHT-G 8.3+0.0° 4.7+0.0° 32.6+0.3° 22.8+0.1°
YHP-T 8.5+0.0® 4.8+0.0® 34.2+0.2% 23.4+0.1%
LS-T 8.5+0.1%® 4.8+0.0" 33.5+0.4 23.1+0.1
BHT-T 8.3+0.0" 4.8+0.0™ 33.2+0.3% 23.0+0.1%
Fresco 8.6+0.1° 4.9+0.0° 35.3+0.3? 23.9+0.2

4 Diferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (YHP-G: YH en polvo +
glicerol, LS-G: lecitina + glicerol, BHT-G: butil hidroxitolueno + glicerol, YHP-T: YH en polvo + trehalosa, LS-T:
lecitina + trehalosa, BHT-T: butil hidroxitolueno + trehalosa) en los parametros morfométricos. Numero de
espermatozoides =6,467.

Por lo que hace referencia a los pardmetros de forma de la cabeza de los
espermatozoides, como se ha mencionado anteriormente, no se apreciaron diferencias
entre frescos y descongelados ni entre los distintos tratamientos de congelacion, siendo
los valores medios de elipticidad de 1.8 + 0.0, de elongacién de 0.3 £ 0.0, de rugosidad
de 0.8 £0.0y de regularidad de 0.9 £ 0.0.

Experimento 2: Efecto del antioxidante BHT y del sistema tampdon sobre la
conservacion de espermatozoides ovinos en medios a base de yema de huevo en
polvo o lecitina de soja

Los resultados obtenidos tras el analisis inicial en fresco de la mezcla de

eyaculados utilizados en este segundo experimento son una concentracion seminal de
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3.051 + 190.2 millones de espermatozoides/mL, un porcentaje de viabilidad estimada
por E/N de 68.1 % + 1.6, de integridad acrosomal 81.5 % + 1.8, de resistencia osmotica
tras la prueba de HOST de 45.9 % + 1.8, de anormalidades espermaticas de 23.5 % +
3.7 y una motilidad masal de 2.2 £ 0.2.

Tras el analisis a las 4 horas de refrigeracion de las distintas suspensiones
espermaticas se observé que el tratamiento que proporciond valores superiores en todos
los parametros analizados (Tabla 2.1.) fue el que consistia en conservar los
espermatozoides en un medio a base de yema de huevo en polvo con el sistema tampdn
TRIS y con BHT como antioxidante, aunque éste no difirio significativamente en
ningun parametro de lo observado en el mismo medio, pero habiendo sustituido la yema
de huevo por lecitina de soja. lgualmente, este mismo tratamiento, YHP en tampdn
TRIS y con BHT, a pesar de presentar valores superiores, tampoco proporciond
resultados significativamente diferentes a los obtenidos en el resto de tratamientos de
integridad fisica (viabilidad) y funcional de sus membranas plasmaticas (HOST),
motilidad total y progresiva, a excepcion de lo obtenido en los medios donde se usé

TEST como tampdn, pero sin adicionar el antioxidante.

En cuanto a los pardmetros cinéticos de velocidad espermatica tras la
refrigeracion, los valores presentados por aquellos espermatozoides conservados en el
medio a base de YHP en TRIS y con BHT fueron de nuevo significativamente
superiores a los observados en los medios donde el sistema tampon usado fue el TEST.
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Tabla 2.1. Efecto del antioxidante BHT y del sistema tampon en medios a base de yema de huevo en polvo o lecitina de

soja sobre la viabilidad, test HOST y parametros cinéticos de los espermatozoides refrigerados de moruecos (media + se,

n=6).
Tratamien.  YHP-TRIS LS-TRIS YHP-TRIS  LS-TRIS YHP-TEST LS-TEST YHP-EST  LS-EST
+BHT +BHT +BHT +BHT

Viabilidad ~ 52.6+4.9® 48.3+1.4™  56.2+0.7° 52.84+2.1% 43.6+1.5" 40.6+1.6° 47.1+£1.6™  48.3+1.7%
HOST (%)  25.7+0.5® 23.2+1.6%® 28.5+0.9° 26.4+2.0% 21.0+1.8° 20.2+40.8° 24.1+1.3% 25.2+1.6%
MT (%) 78.4+1.4° 75.1+1.9% 83.1+2.1° 84.5+1.6° 69.2+3.3" 67.4+2.8" 76.8+1.7%  74.1+3.9®
MP (%) 40.6+4.3° 38.1+1.2"°  45.1+0.9° 44.2+3.0° 26.3+1.3° 28.7+4.5™ 40.1+3.8* 39.4+0.6™
VCL(um/s)  102.1+3.2*°  90.4+5.8"  112.4+32°  106.5+5.7"  85.9+2.2% 82.7#3.9% 951+2.7°  90.8+1.2°™
VSL(um/s)  40.0+1.9% 35.7+1.2°¢  46.3+3.5° 43.742.6° 27.2+1.9% 26.0+1.7" 39.5+2.8% 37.4+2.1%°
VAP(um/s)  51.1+2.3" 50.8+3.1° 68.8+1.8° 66.5+3.1° 44.5+2.0° 42.842.3" 52.6+1.4° 50.8+2.3"
LIN (%) 41.8+2.7%° 41.6+1.6™  48.9+1.7° 46.1+2.0° 33.7+0.7° 32.7+1.6° 39.6+1.0""  357+1.4%
STR (%) 61.8+1.3" 59.3+0.9" 68.0+1.5° 67.0+1.8° 54.6+1.3% 50.7+1.0  60.6+0.9" 58.3+2.3"
ALH(um) 4.2+0.3% 4.1+0.2% 4.5+0.2° 4.4+0.3° 3.4+0.2° 3.9+0.2®  4.0+0.1% 3.9+0.2%
BCF (Hz) 7.2+0.2° 6.9+0.1 8.9+0.7° 8.1+0.3% 5.3+0.2% 4.8+0.3°  7.9+0.4%® 7.1+0.3"

*Diferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (YHP-TRIS: YH en polvo + TRIS, LS-TRIS: lecitina + TRIS, YHP-
TRIS+BHT: YH en polvo + TRIS + butil hidroxitolueno, LS-TRIS+ BHT: lecitina + TRIS + butil hidroxitolueno, YHP-TEST: YH en polvo + TEST, LS-
TEST: lecitina + TEST, YHP-TEST+BHT: YH en polvo + TEST + butil hidroxitolueno, LS-TEST+BHT: lecitina + TEST + butil hidroxitolueno). MT:
motilidad total, MP: motilidad progresiva, VCL.: velocidad curvilinea, VSL: velocidad rectilinea, VAP: velocidad media, LIN: indice de linealidad, STR: indice

de rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batida. Numero de espermatozoides =11,054
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a excepcién de la velocidad rectilinea observada en aquellos que habian estado en
TEST, pero en presencia también del antioxidante. Asimismo, este tratamiento a base de
yema de huevo en polvo con TRIS y BHT present6 velocidades significativamente
superiores a las encontradas cuando los espermatozoides fueron conservados también
con el sistema tampon TRIS, pero en un medio a base de lecitina de soja y sin la
presencia del antioxidante. Por lo que hace referencia al indice de linealidad no se
apreciaron diferencias entre los distintos tratamientos debidas al crioprotector usado o a
la presencia o no del antioxidante, pero si en funcion del sistema tampdn empleado,
presentado valores generalmente inferiores en el caso de usar TEST, y siendo
significativamente diferentes al compararlos con el indice obtenido en el caso de usar el
tratamiento a base YHP+TRIS+BHT. El indice de rectitud obtenido en los dos medios
con el sistema TRIS y en presencia de BHT, tanto con YHP como con lecitina,
presentaron valores significativamente superiores al resto de tratamientos, siendo en los

medios con TEST y en ausencia del antioxidante los que peores resultados presentaron.

En cambio, no se encontraron diferencias en los valores del desplazamiento
lateral de la cabeza (ALH) entre los distintos tratamientos, a excepcién del valor
obtenido en aquellos espermatozoides que fueron conservados en YHP y con TEST
como tampon respecto a los conservados en presencia de BHT como antioxidante y con
TRIS, independientemente del crioprotector usado. También la conservacion de los
espermatozoides en medio a base de YHP con TRIS y en presencia de BHT permitio
observar valores significativamente superiores de frecuencia de batido respecto al resto
de tratamientos, a excepcion de la BCF registrada en espermatozoides conservados
también en el medio con TRIS con lecitina y en el medio con TEST con YHP, ambos en
presencia del antioxidante, los cuales no difirieron del primero. Destacar que, de nuevo,
los valores més bajos en este pardmetro fueron observados en los medios con el sistema

TEST como tampdn y en ausencia del antioxidante.

Una tendencia similar a lo ocurrido tras la refrigeracion, se pudo apreciar una
vez analizadas las muestras descongeladas (Tabla 2.2.), con diferencias significativas en
la mayoria de los pardmetros estudiados entre aquellos espermatozoides conservados en
el medio a base de YHP en TRIS y con BHT respecto a las conservadas en medios con
TEST como tampon, a excepcion de la velocidad rectilinea y media y la linealidad
obtenida en las muestras conservadas también con TEST, pero con el antioxidante.
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Tabla 2.2. Efecto del antioxidante BHT y del sistema tampdn en medios a base de yema de huevo en polvo o lecitina de soja

sobre la viabilidad y parametros cinéticos de los espermatozoides congelados-descongelados de morueco (media * se, n=6).

Tratamien. YHP-TRIS LS-TRIS YHP-TRIS LS-TRIS  YHP-TEST LS-TEST YHP-TEST LS-TEST
+BHT +BHT +BHT +BHT

Viabilidad ~ 23.5+2.2*%  21.1+1.2% 26.8+0.8*°  25.7+#1.1*  16.8+15° 17.9+1.1™ 17.7+0.9" 18.2+1.2™
MT (%) 31.8+15% 30.1+#3.7°  36.5+2.0°  35.4+2.6®  20.7+0.5° 17.0+1.5 27.1+1.0° 26.5+1.7°
MP (%) 8.2+1.0° 19.0£15°  23.1+1.7°  20.240.5°  12.9+1.6° 8.2+0.9" 14.620.9° 14.3+1.5°
VCL (um/s) 61.6+3.9%°  61.9455%  67.9+#3.1°  63.6+3.2®  50.7+2.6° 48.5+1.8° 55.1+1.9" 57.6+5.5™
VSL (um/s) 26.6+3.6®  255+1.3% 32.743.9°  30.0+2.4%  19.6+0.9" 18.6+0.9° 27442 4° 26.0+2.9®
VAP (um/s) 40.5+3.8°  40.5+1.1°  43.3+4.6°  41.1+2.4%  27.4+1.2° 25.3+0.8" 38.3+3.8° 37.8+2.1°
LIN (%) 47.642.8°  455+1.8° 50.7+2.9*°  49.1+4.6°  38.5+1.3" 36.243.5° 48.1+2.5° 47.63.1°
STR (%) 64.7+3.6™°  61.9+2.3° 69.242.4*°  68.4+1.4%®  57.0+2.7%° 50.2+1.6° 60.3+1.3" 58.5+2.1%
ALH (um)  3.3+0.2%¢  3.0+0.1*  3.8+0.3° 3.7+0.2*  2.6+0.2 2.2+0.1¢ 2.7+0.1% 2.9+0.2°
BCF (Hz) 5.1+0.6" 42401  7.0+0.1° 6.9+0.3% 4.1+0.3™ 3.1£0.2° 4.5+0.4° 4.1+0.2

2Diferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (YHP-TRIS: YH en polvo + TRIS, LS-TRIS: lecitina + TRIS, YHP-
TRIS+BHT: YH en polvo + TRIS + butil hidroxitolueno, LS-TRIS+ BHT: lecitina + TRIS + butil hidroxitolueno, YHP-TEST: YH en polvo + TEST, LS-TEST:
lecitina + TEST, YHP-TEST+BHT: YH en polvo + TEST + butil hidroxitolueno, LS-TEST+BHT: lecitina + TEST + butil hidroxitolueno). MT: motilidad total,
MP: motilidad progresiva, VCL: velocidad curvilinea, VSL.: velocidad rectilinea, VAP: velocidad media, LIN: indice de linealidad, STR: indice de rectitud, ALH:
amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batida. Numero de espermatozoides = 5,921
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Por otra parte, a pesar de que el medio a base de YHP en TRIS y con BHT
proporciond los mayores valores en todas las caracteristicas seminales estudiadas, éstos
no se diferenciaron de los valores presentados en aquellos espermatozoides conservados
también en medios con TRIS, a excepcién de la inferior motilidad progresiva y menor
frecuencia de batido observada en aquellos medios donde no se afiadi6 BHT y de la
menor motilidad total e indice de rectitud observados en el caso de usar lecitina de soja
en TRIS y sin BHT.

Cabe destacar que no se observd ningun efecto significativo del tipo de
crioprotector utilizado, salvo una Unica excepcidn entre la superior motilidad progresiva
(p<0.05) observada en los espermatozoides conservados en medio con TEST y sin BHT
cuando se uso yema de huevo en polvo respecto a cuando el crioprotector fue la lecitina
de soja. Por lo que hace referencia a la existencia de un posible efecto del antioxidante,
éste fue desigual dependiendo del sistema tampdn usado. Concretamente, el efecto del
BHT fue escaso en los medios donde se utilizd el TRIS, siendo solo significativo con
una mayor frecuencia de batido en ambos crioprotectores y una, también, mayor
motilidad progresiva cuando el crioprotector era la yema de huevo. Por el contrario,
cuando los espermatozoides eran congelados en medios con TEST como sistema
tampon, la presencia de BHT proporciond valores superiores y significativos de
motilidad total, de velocidad rectilinea y media, de indice de linealidad y de rectitud,
tanto con la YHP como con la lecitina como crioprotectores, mostrando también un

positivo efecto en la motilidad progresiva solo en el caso de usar lecitina.

De los estudios morfométricos de la cabeza mediante el sistema ISAS de 7.831
espermatozoides, entre frescos y descongelados, no se observd ningun efecto sobre la
forma de la cabeza, pero si sobre sus dimensiones (Tabla 2.3.). Las dimensiones de la
cabeza (longitud, ancho, area y perimetro) de los espermatozoides en fresco son
significativamente superiores a las de los espermatozoides criopreservados, a excepcion
de las de aquellos espermatozoides que fueron conservados en YHP y en TRIS. De
hecho, los valores observados en este tratamiento (YHP+TRIS) en presencia o no del
antioxidante fueron significativamente superiores, sin apreciarse diferencias entre
ambos, en todos los pardmetros de dimensién de la cabeza respecto a todos los
obtenidos con el resto de tratamientos de congelacion. Solo no se observaron diferencias

en el ancho y area de la cabeza entre aquellos conservados también en YHP pero con
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BHT, independientemente del tampdn usado y entre el perimetro observado en el medio
a base de YHP y el de lecitina, ambos con BHT y TRIS. Respecto a los parametros de
forma de la cabeza de los espermatozoides, no se apreciaron diferencias entre frescos y
descongelados ni entre los distintos tratamientos de congelacion, siendo los valores
medios de elipticidad de 1.8 £+ 0.0, de elongacion de 0.3 + 0.0, de rugosidad de 0.8 *
0.0y de regularidad de 0.9 + 0.0.

Tabla 2.3. Parametros morfométricos de dimension de la cabeza de espermatozoides

ovinos frescos y criopreservados con diferentes tratamientos (media + es).

Tratamientos Longitud (um)  Ancho (um) Area (um? Perimetro (um)
YHP-TRIS 8.4+0.0® 4.8+0.0® 33.740.2% 23.2+40.1%®
LS-TRIS 8.2+0.0° 4.6+0.0° 31.9+0.2¢ 22.60.1¢
YHP-TRIS+BHT 8.3+0.0° 4.8+0.0 33.0+0.2 23.0+0.1%¢
LS-TRIS+BHT 8.2+0.0° 4.6+0.0° 31.9+0.2¢ 22.7+0.1“
YHP-TEST 8.2+0.0° 4.6+0.0° 32.0+0.2¢ 22.5+0.1°
LS-TEST 8.2+0.0° 4.6+0.0° 31.6+0.2¢ 22.5+0.1°
YHP-TEST+BHT 8.2+0.0° 4.7+0.0% 32.3+0.2% 22.60.0°
LS-TEST+BHT 8.2+0.0° 4.6+0.0° 31.9+0.3¢ 22.6+0.1°
Fresco 8.5+0.0° 4.9+0.0% 34.5+0.1° 23.4+0.1%

a4 Diferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (YHP-TRIS: YH en polvo +
TRIS, LS-TRIS: lecitina + TRIS, YHP-TRIS+BHT: YH en polvo + TRIS + butil hidroxitolueno, LS-TRIS+ BHT:
lecitina + TRIS + butil hidroxitolueno, YHP-TEST: YH en polvo + TEST, LS-TEST: lecitina + TEST, YHP-
TEST+BHT: YH en polvo + TEST + butil hidroxitolueno, LS-TEST+BHT: lecitina + TEST + butil hidroxitolueno,
Fresco: semen fresco colectado).

DISCUSION

Segun los resultados obtenidos en el experimento 1, el butil hidroxitolueno
(BHT) no parece ser un crioprotector adecuado ni un sustituto fiable de la yema de
huevo para la conservacion de espermatozoides ovinos como habia sido propuesto en un
principio. De hecho, los espermatozoides conservados en BHT, junto a glicerol o a
trehalosa, presentaron los valores mas bajos, en términos de viabilidad, integridad

funcional o resistencia osmotica de la membrana plasmatica, parametros de velocidad,
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progresion y direccion de la cabeza de los espermatozoides, tanto tras el proceso de
refrigeracion como el de la congelacion y descongelacion. Resultados similares han sido
reportados por Ball y col. (2001) en caballos, Graham y Hammerstedt (1992) en toros e
incluso por Watson y Anderson (1983) en moruecos, donde la inclusion de BHT como
crioprotector en los diluyentes de conservacion no mejord las caracteristicas de los
espermatozoides tras la descongelacién. Sin embargo, Kalifa y col. (2008) obtuvieron
una mejora en la motilidad y fertilidad de espermatozoides caprinos descongelados,
cuando utilizaron 0.6mM de BHT como crioprotector, en comparacion a la yema de
huevo en fresco. Estos resultados contradictorios podrian deberse a la existencia de
diferencias en la composicion de la membrana de los espermatozoides en las distintas
especies, concentracion de BHT incluido en el diluyente, composicion del diluyente y
tiempo de refrigeracion (Watson y Anderson, 1983; Ball y col., 2001; Roca y col.,
2004).

Respecto a los otros dos crioprotectores utilizados en el presente estudio,
nuestros resultados parecen mostrar una capacidad similar de la yema de huevo en
polvo y de la lecitina de soja a la hora de conservar los espermatozoides ovinos, no
observandose diferencias en la viabilidad, integridad funcional de la membrana
plasmatica y cantidad de movimiento entre los espermatozoides refrigerados, tanto
combinados con glicerol como con trehalosa. No obstante, la yema de huevo en polvo y
la lecitina tuvieron un mejor efecto crioprotector cuando se complementaron con
glicerol, como se aprecia en todos los parametros cinéticos evaluados tras la
refrigeracion, lo que le confiere a la trehalosa un posible efecto negativo sobre la

motilidad espermatica (Cheny col., 1993).

Ademas, esta tendencia observada en los espermatozoides refrigerados, se
mantuvo de manera mas notable todavia tras la descongelacion de las muestras,
obteniéndose valores superiores de calidad seminal en los tratamientos a base de
glicerol e intermedios en los diluyentes a base de trehalosa, independientemente de si se
combinaban con YHP o lecitina, mientras que los peores resultados siempre se
obtuvieron en los tratamientos que contenian BHT como sustituto de la YHP o de la
lecitina de soja. De igual manera, Nur y col., (2010), también en espermatozoides de
morueco, observaron que los medios de crioconservacion que contenian glicerol o

propanodiol proporcionaban mejor motilidad post-descongelacion en comparacion con
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la trehalosa y la sacarosa, aunque sin mostrar diferencias significativas en la integridad

del acrosoma o del ADN.

No obstante, otros investigadores no pudieron apreciar este mayor efecto
crioprotector del glicerol, obteniendo una calidad seminal, después de descongelar,
similar para los diluyentes con glicerol y trehalosa (Moura, 1995; Tonieto, 2010). Estas
diferencias entre autores sobre el efecto del glicerol en la crioconservacion podria
explicarse, en parte, a que utilizado en altas concentraciones puede llegar a tener una
accion toxica (Hammerstedt y Graham, 1992), causando un posible dafio osmético a los
espermatozoides (Watson, 1995). Dafo que dependerd, a su vez, de las tasas de
enfriamiento y congelacién, de la composicion del diluyente y del método de adicionar
el glicerol (Anel y col., 2003), lo que dificulta la comparacion entre resultados de
diferentes laboratorios. Sin embargo, a pesar de ello, el glicerol es considerado como el
crioprotector mas eficaz en rumiantes (Leibo y Songsasen, 2002), tal y como hemos
podido corroborar en nuestro experimento. De hecho, la inclusion de trehalosa como
crioprotector en los diluyentes de congelacion de semen es un tema controvertido, ya
gue mientras algunos autores describen una mejora en la viabilidad espermatica post-
descongelacion del perro (Yildiz y col., 2000) y morueco (Matsuoka y col., 2006), otros
en espermatozoides de toro la rechazan (Chen y col., 1993), ya que parece disminuir la
supervivencia y capacidad fecundante de las dosis conservadas como ha sido descrito en

espermatozoides de toro (Foote y col., 1993) o de conejo (Dalimata y Graham, 1997).

Por otra parte, como ya se ha comentado previamente, la accion crioprotectora
de la yema de huevo en polvo y de la lecitina es atribuida en gran parte a la
lipoproteinas de baja densidad (LDL), las cuales se adhieren a la superficie de la
membrana del espermatozoide, reemplazando los fosfolipidos de la membrana que se
pierden o son dafiados, y formando una pelicula protectora en la superficie, aumentando
asi la tolerancia de los espermatozoides al shock de frio durante la congelacion (Moussa
y col., 2002; Bergeron y Manjunath , 2006; Furouzanfar y col., 2010). Sin embargo, a
pesar de haberse descrito que la lecitina es un crioprotector de origen vegetal que parece
mejorar los pardmetros de calidad seminal post-congelacion en ovinos (de Paz y col.,
2010; Forouzanfar y col., 2010), en bufalos (Akhter y col., 2010) y en caballos (Aurich
y col., 2007), existen autores, como Del Valle y col., (2012), que indican que la

inclusion de lecitina en los medios de criopreservacion de espermatozoides de morueco
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ocasiona graves dafios en la membrana de las mitocondrias, afectando la motilidad y
fertilidad. De igual manera, O'Hara y col., (2010) observaron que la inclusion de
diluyente comercial Andromed® en el medio de refrigeracion de los espermatozoides
de moruecos durante 72 horas a 5°C, ocasionaba una disminucion en la tasa de
formacion de blastocistos in vitro, asi como también se ha detectado una reduccion en la
tasa de prefiez en ovejas inseminadas por el método intracervical al utilizar semen
congelado en este diluyente (Hiwasa y col., 2009). En este contexto, nuestros resultados
solo mostraron una cierta superioridad significativa en espermatozoides refrigerados en
YHP respecto a los refrigerados con lecitina de soja, ambos combinados con glicerol, en
los valores de velocidad media y de frecuencia de batido, diferencias que tras la
descongelacion desaparecieron, por lo que necesitariamos poder realizar otro tipo de
analisis tanto in vitro como in vivo, con especial atencién a las tasas de fertilidad de

nuestras dosis, para poder confirmar si ambos crioprotectores son igualmente eficaces.

En cuanto al tipo de sistema tampén utilizado para conservar los
espermatozoides ovinos, los resultados obtenidos en el segundo experimento parecen
sugerir la utilizacion del sistema TRIS como tampon de eleccidon, especialmente en la
congelacion, ya que en la mayoria de los pardmetros analizados, tanto de integridad
fisica y funcional de membranas como de cantidad y calidad de movimiento, los valores
fueron estadisticamente superiores a los obtenidos cuando se usé el sistema TEST,
independientemente del crioprotector utilizado. Una posible explicacion a los resultados
obtenidos seria que el tampon TRIS ayuda a amortiguar mejor la deshidratacion celular
mediante la creacion de una fuerza osmotica (Molinia y col., 1994), aumentando de este
modo la estabilidad de la membrana plasmatica del espermatozoide, y neutralizando los
acidos generados durante el almacenamiento in vitro (ljaz y col., 1989). De hecho, tal
como describen Tuli y Holtz (1992) en conejos, éstos observaron una mayor vialidad y
motilad total en espermatozoides criopreservados en tampon TRIS comparado con BES
y TEST. De igual manera, Rasul y col., (2000), en espermatozoides descongelados de
bufalo, describieron un incremento de la motilidad lineal, aunque sin diferencias en el
integridad de la membrana plasmatica y acrosomal al comparar el tampén TRIS con el
TEST, asi como también ha sido descrito una menor fertilidad de los espermatozoides
de morueco congelados en tapones zwitterion que en medios a base de Tris con glucosa

y yema de huevo (Salamon y Maxwell 2000).
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Sin embargo, cabe destacar que en nuestro experimento, la presencia de BHT
como antioxidante redujo las diferencias observadas en los distintos parametros debidas
al tampédn utilizado. Ademas, también en aquellos espermatozoides conservados en el
sistema tampdn a base de TRIS se aprecia la tendencia a presentar valores superiores en
todos los caracteres espermaticos evaluados cuando el antioxidante estd presente en el
medio, independientemente del crioprotector empleado. Esta mejoria en la calidad
seminal se debe posiblemente a que el BHT se incorpora a la membrana de los
espermatozoides para prevenir o reducir la actividad dafiina de los radicales libres,
mediante la conversion de los radicales peroxil a hidroperoxidos (Aitken y Clarkson,
1987), interaccionando con los componentes del diluyente y minimizando el dafio

durante la crioconservacién de espermatozoides.

Similar a lo observado en el primer experimento, tampoco en este segundo
hemos podido detectar diferencias significativas entre los dos crioprotectores utilizados
en ninguno de los parametros analizados, salvo Unicamente el valor significativamente
superior de motilidad progresiva registrada en espermatozoides congelados en el
tampon TEST y en ausencia de antioxidante con la yema de huevo en polvo como
crioprotector, respecto a su equivalente pero con lecitina. Solamente mencionar que, a
pesar de no diferenciarse significativamente, la calidad seminal tras la refrigeracion y
descongelacion fue siempre superior en aquellos espermatozoides conservados en un
medio a base de yema de huevo en polvo en un sistema tampon TRIS y en presencia de
BHT como antioxidante, pero tampoco lo suficientemente mejor como para poder
descartar a la lecitina como su fiable sustituto.

Por ultimo, referente al analisis de los parametros morfométricos tras el proceso
de crioconservacion, nuestros resultados no mostraron ningin cambio significativo en la
forma de la cabeza de los espermatozoides en ninguno de los distintos tratamientos
estudiados respecto a los espermatozoides frescos ni en el primer experimento, donde se
comparaban distintas combinaciones de crioprotectores, ni tampoco en el segundo
donde ademas estudiabamos el efecto del tipo de tampon o de la presencia 0 no de
antioxidante. Contrariamente, otros investigadores demostraron que el proceso de
criopreservacion produce cambios en la forma de la cabeza de los espermatozoides
ovinos post-congelados (Bravo, 2010) y también en caprinos (Hidalgo y col., 2005).

Estos hallazgos nos indican el distinto comportamiento que exhiben las células
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espermaticas de las distintas especies ante los procesos de criopreservacion u otro tipo
de factores como el tipo de crioprotector y aditivos en los diluyentes (Hidalgo y col.,
2007a).

No obstante, en cuanto a las dimensiones de la cabeza espermatica se observo
una disminucién de la longitud cuando los espermatozoides eran congelados en BHT
como crioprotector, tanto combinado con glicerol como con trehalosa respecto al fresco,
asi como el ancho, pero solo al combinarse con glicerol. En cambio, en los
espermatozoides congelados en medios a base de YHP no hubo diferencias
significativas en ningun parametro de dimension de la cabeza, ni con glicerol ni con
trehalosa, asi como tampoco en los valores de longitud y ancho en aquellos conservados

en medios a base de lecitina.

Sin embargo, en el segundo experimento, las dimensiones de la cabeza de los
espermatozoides crioconservados se redujeron significativamente en todos tratamientos
estudiados respecto a los frescos, a excepcion de aquellos que fueron conservados en
YHP con TRIS como sistema tampdn, aunque éstos no difirieran en sus dimensiones
cuando eran conservados también en presencia del antioxidante en tampon TRIS.
Modificaciones similares han sido reportados en diferentes especies (Marco-Jiménez y
col., 2006; Gravance y col., 1998; Hidalgo y col., 2007b; Rubio-Guillén y col., 2007;
Rijsselaere y col., 2004), con una disminucién de las dimensiones de la cabeza de los
espermatozoides post-congelados. Una de las causas principales de estos cambios se
deben a los efectos de la adicion del agente crioprotector (Hammerstedt y col., 1992), el
cual seria responsable de la salida de agua del compartimento intracelular, causando la
reduccion del tamafio de la cabeza espermatica. En el momento de la descongelacion,
las células con la membrana funcional integrardn agua y podran recuperar su volumen
celular, mientras que las muertas seguiran presentando un tamafio menor. De este modo,
como apuntan Marco-Jiménez y col., (2006), la morfometria espermaética actuaria de
modo indirecto como indicador de la funcionalidad de la membrana espermatica, lo que
nos ayudaria a reforzar la hipotesis sobre la eleccion del medio a base de yema de huevo
en polvo en un sistema tampon TRIS con o sin BHT como tratamiento de eleccion para

la crioconservacién de espermatozoides ovinos.
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En conclusién, los resultados del presente estudio sugieren que la adicion de
BHT no es un crioprotector adecuado para la criopreservacion de espermatozoides de
morueco, mientras que la yema de huevo en polvo y la lecitina de soja muestran una
superior capacidad protectora tanto en la refrigeracion y como en la crioconservacién
espermatica, siendo esta capacidad similar entre ambos crioprotectores y todavia mayor
cuando se complementan con el glicerol en diluyentes con un sistema tampdn TRIS. Asi
mismo, se recomienda afiadir BHT como antioxidante en los medios de conservacion,
ya que parece mejorar la calidad seminal tras la conservacién, independientemente del
crioprotector utilizado y especialmente junto con el sistema tampén TRIS. Sin embargo,
es preciso realizar nuevos analisis, especialmente test de fertilidad in vitro e in vivo para

confirmar dichos resultados.
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4.3. CAPITULO Il

Estudio sobre la necesidad de la eliminacion del plasma seminal
en la congelacion de semen de morueco y eleccion de la
concentracion o6ptima de BHT como antioxidante en los

diluyentes de conservacion espermatica.






ABSTRACT

The necessity of eliminate seminal plasma (PS) by centrifugation before ram semen
cryopreservation was assessed. Simultaneously, we studied the supplementation of different
concentrations of BHT as antioxidant (0.6mM, 2mM and 5mM) on the extender in order to
find the optimal concentration for a better ram sperm cryopreservation. Therefore, fresh
ejaculates from 8 rams (4 Xisqueta and 4 of Aranesa breed) of approximately 2 years old
were collected, immediately mixed in equal quantities and split into 2 aliquots. One of them
was diluted (1:6) in Tris-based media and centrifugated at 600xg/10m twice, meanwhile the
other aliquot was not washed. Afterwards, washed and unwashed sperm were re-suspended
in one of different Tris-based media with 5% glycerol and 15% powdered egg yolk (YHP)
supplemented or not with BHT y/or PS according the next treatments: 1) washed sperm
diluted in YHP without any supplementation, 2) washed sperm diluted in YHP + 0.6 mM
BHT, 3) washed sperm diluted in YHP + 2 mM BHT, 4) washed sperm diluted in YHP +5
mM BHT, 5) washed sperm in YHP + 0.5 ml PS and 6) diluted in YHP + 5 mM BHT + 0.5
ml PS, 7) unwashed sperm diluted in YHP and 8) unwashed sperm diluted in YHP + 5mM
BHT. Afterwards, sperm samples were refrigerated at 5° C for 4 hours before being frozen
in nitrogen liquid vapors. Sperm motility was analyzed by computer assisted sperm analysis
(ISAS®) and viability, acrosome integrity and viability after hyposmotic test (HOST) were
determined by eosine/nigrosine stain after refrigeration. Moreover, after thawing, plasmatic
and acrosomal membrane integrity and mitochondrial activity were determined by flow
citometry, as well sperm motility and morphometry by ISAS ® (mean+SE, n=6). The
comparison of the different concentrations of BHT showed us that the addition of 5 mM of
BHT, independently of the presence of PS in the extenders, provided the best sperm
parameters after preservation comparing it with the other treatments. Moreover, according
to our results, sperm washing had a beneficial effect on ram sperm cryopreservation.
However we can not explain the reason, besides the supplementation with 13% of PS in the

extenders will not improve the parameters of seminal quality, but will not be worse.

131



INTRODUCCION

Existen importantes factores que influyen en el éxito de la crioconservacion como
es el enfriamiento, congelacion, descongelacion y adicion del crioprotector (Salamon vy
Maxwell, 2000). Todos estos procedimientos producen choque térmico y ataque oxidativo
sobre la membrana de los espermatozoides con la generacion de especies reactivas al
oxigeno (ROS), lo cual disminuye la supervivencia y capacidad fecundante de las dosis
conservadas para la Inseminacion Artificial (Maxwell y Watson, 1996). La gran
susceptibilidad de los espermatozoides a la produccion excesiva de ROS se debe a que su
membrana plasmatica tienen un alto contenido de acidos grasos insaturados, lo cual la hace

susceptible a sufrir peroxidacion lipidica (Amann y Pickett, 1987).

Durante la crioconservacion, el incremento en la produccion de ROS provoca la
peroxidacion lipidica, produciendo una perdida del 60% de los acidos grasos polinsaturados
en la membrana plasmatica (Alvarez y col., 1987), lo que conlleva a la perdida de la
integridad de ésta, alterandose la cohesion, fluidez, permeabilidad y funcion metabolica de
la membrana (Baumber y col., 2000). De igual manera, el dafio oxidativo en las proteinas
puede causar la pérdida de su actividad catalitica, dafio en la integridad de proteinas
estructurales o interrumpir la regulacion de las vias metabdlica (Cardenas, 2006). EI ADN
también constituye una diana del ROS, principalmente el ADN mitocondrial (Aitken y col.,
1993; Ollero y col., 2001). Este ADN, por su localizacion, se encuentra expuesto a un flujo
constante y elevado de ROS procedente de la cadena respiratoria, ademas el H,O, causa
una elevada fragmentacion del ADN (Baumber y col., 2002). Dicha peroxidacion esta
relacionada con la pérdida de la movilidad, viabilidad, integridad acrosomal, disminucion
del potencial de la membrana mitocondrial, fragmentacion de ADN, capacidad de
fecundacion reducida y muerte celular (Watson, 1981; Fiser y Fairfull, 1989; Baumber y
col., 2002)

Una manera de reducir los efectos perjudiciales de las ROS podria ser la adicién de
componentes con capacidad antioxidantes al diluyente de congelacion para blogquear o

prevenir el estrés oxidativo. Entre los diferentes componentes antioxidantes, el butil
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hidroxitolueno (BHT), que es un anéalogo sintético de la vitamina E, ha sido probado con
éxito en distintas especies como en espermatozoides de pavo (Donoghue y Donoghue,
1997), de bufalo (ljaz y col., 2009), caballo (Ball y col., 2001), toro (Shoae y Zamiri,
2008), cerdo (Roca y col., 2004), moruecos (Farshad y col., 2010) y en macho cabrio
(Khalifa y col., 2008), concluyendo éste altimo con la posibilidad de utilizar el BHT como
un auxiliar o incluso un sustituto fiable de la yema de huevo en la crioconservacion de

semen, como Ya ha sido comentado y estudiado en capitulos anteriores del presente trabajo.

Por otra parte, el plasma seminal cumple la funcion de regular todo los procesos que
ocurren, tanto a nivel espermatico como a nivel del tracto genital de la hembra y en la
fecundacion, principalmente en la nutricidn, proteccién, regulacion de la motilidad y
capacitacion de los espermatozoides, reconocimiento y union entre gametos (Johnson y
col., 2000). En la actualidad se esta despertando un creciente interés en la utilizacion de
plasma seminal o alguno de sus componentes, fundamentalmente proteinas (Caballero y
col., 2004; Barrios y col., 2005; Hernandez y col., 2007; Maxwell y col., 2007), como
aditivo de los diluyentes espermaticos, para la posible estabilizacién de las membranas
plasmaticas de los espermatozoides durante este proceso. Debido a la capacidad del plasma
seminal de aumentar la resistencia de los espermatozoides al choque térmico por frio y
reducir e incluso “revertir” el estado de capacitacion espermatica (Pursel y col., 1973;
Vadnais y col., 2005), cabe pensar que su presencia durante la crioconservacion podria
eliminar o amortiguar el estado de criocapacitacion, estado por el cual la vida del
espermatozoide se ve seriamente limitada y, consecuentemente, su capacidad fecundante se
reduce (Green y Watson, 2001; Kaneto y col., 2002). De esta manera, el plasma seminal en
los medios de congelacion podria alargar la longevidad de los espermatozoides mediante la
unién de alguno de sus factores proteicos a la membrana plasmatica, inhibiendo, en cierto
grado, cambios estructurales y fisioldgicos (Fraser y col., 1990; Maxwell y Johnson, 1999;
Barrios y col., 2000).

Sin embargo, a pesar de que el plasma seminal es el medio natural de conservacién
de los espermatozoides, su efecto en el mantenimiento de la motilidad y viabilidad

espermatica es objeto de controversia, por lo que en la practica, o bien se diluye el semen
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usando un diluyente adecuado, o se separan los espermatozoides del plasma seminal
mediante diferentes métodos como la centrifugacion. Concretamente, el meétodo de
centrifugacion permite eliminar el plasma seminal, tanto del semen fresco como del
descongelado, y a su vez, incrementar la proporcién de células con morfologia normal y/o
seleccionar poblaciones mas motiles (Cebrian y col., 2010). No obstante, los efectos de la
centrifugacion dependen de la intensidad del lavado (Ritar y Salamon, 1982) y del
diluyente utilizado (Ritar y Salamon, 1991) que pueden provocar dafios en las células
espermaticas y pérdidas del 6 al 15% de los espermatozoides (Ritar y Salamon, 1982;
Leboeuf, y col., 2000).

El objetivo del presente estudio pretende valorar la suplementacion de los medios de
conservacion con diferentes concentraciones de butil hidroxitolueno (0.6mM, 2.0mM y
5.0mM) como antioxidante y estudiar la necesidad o no de la eliminacion del plasma
seminal, junto con el analisis del posible efecto ejercido por el método de lavado o
centrifugacion en los diferentes pardmetros de calidad seminal de los espermatozoides

durante todo el proceso de refrigeracion y crioconservacion.

MATERIALES Y METODOS

Todos los reactivos utilizados procedian de la casa comercial Sigma-Aldrich,
excepto la yema de huevo en polvo que procedia de NIVE (Nunspeet Holland

Eiproducten).

Disefio experimental

El siguiente experimento se llevd a cabo entre las instalaciones del IRTA en Caldes
de Montbui y la Universidad Autdnoma de Barcelona. Para ello, se utilizaron 8 moruecos
(4 de raza Xisqueta y 4 de Aranesa), a los que se les colecté semen con vagina artificial 2
dias/semana y 2 eyaculados/dia en otofio, a la de edad de 2 afios aproximadamente,
realizando un total de 6 réplicas en cada experimento. Tras la recogida de los eyaculados, y
manteniéndolos en un Bafio Maria a 37°C, se procedi6é a valorar su motilidad masal y
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volumen siguiendo la clasificacion de Evans y Maxwell (1990). A continuacion, los
eyaculados eran mezclados en un solo tubo (pool), a partir del cual se valord la viabilidad y
morfologia de los espermatozoides mediante la tincién vital eosina/negrosina (Hancock,
1951), asi como el andlisis de la funcionalidad de la membrana plasmatica mediante el test
hipoosmotico (test HOST; Jeyendran y col., 1984). Seguidamente, la mezcla de eyaculados
se dividio en dos alicuotas. Una de ellas se diluy6 (1:6) con una solucién TCG descrita
anteriormente y se centrifugé a 600 g durante 10 minutos. A continuacion, se eliming el
sobrenadante, y el sedimento fue de nuevo resuspendido en 9 mL de la solucion TGC para
realizar una segunda centrifugacién (600xg por 10'). Una vez descartado el sobrenadante, el
sedimento fue recuperado para su posterior procesamiento, mientras que la otra alicuota

permanecio sin ser lavada.

Finalmente, las anteriores alicuotas se dividieron de manera que se obtuvieron 6
alicuotas de semen que habia sido centrifugado (lavado) y otras 2 alicuotas de semen que
permanecio sin lavar. A continuacion, las ocho alicuotas de semen fueron resuspendidas
(1:4) en la solucion TGC a una concentracion final de 5% de glicerol y 15% de yema de
huevo (v/v), pero conteniendo cada una de las soluciones de TGC, los distintos tratamientos

que a continuacion se describen:

a) Semen lavado y diluyente sin antioxidante

b) Semen lavado y diluyente con 0.6mM de BHT

c¢) Semen lavado y diluyente con 2.0mM de BHT

d) Semen lavado y diluyente con 5.0mM de BHT

e) Semen lavado y diluyente con un 13 % (v/v) de plasma seminal

f) Semen lavado y diluyente con un 13 % (v/v) de plasma seminal mas BHT (5.0mM)
g) Semen no lavado y diluyente sin antioxidante

h) Semen no lavado y diluyente con 5.0mM de BHT

Todas las soluciones utilizadas para la conservacion de los espermatozoides
contenian 1000 Ul/ml de penicilina benzatinica y 1.0 mg/ml de sulfato de estreptomicina,

con el objetivo de evitar posible contaminaciones. Una vez homogenizadas las distintas
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suspensiones, los tubos eran introducidos en un recipiente con 10 ml de agua a 20 °C,
colocados en una nevera portatil (Dometic-Waeco®) a 5 °C y trasladados desde del IRTA a
una camara de frio de la Facultad de Veterinaria de la UAB. Tras aproximadamente 3h30'
de permanecer las suspensiones espermaticas en refrigeracion se les agregaron los
diluyentes correspondientes, con la finalidad de llegar a una concentracién final de 400x10°
de espermatozoides/mL. A continuacion, las distintas alicuotas refrigeradas se envasaron
manualmente en pajuelas de 0.25 mL (IMV, L’Aigle Cedex, France) y sellaron con alcohol
polivinilico. Una vez transcurridas las 4 horas de refrigeracion, las pajuelas fueron
congeladas en vapores de nitrogeno liquido (LN3), a 5 cm por encima del nivel de LN,
durante 10 minutos, para finalmente ser sumergidas en él para su almacenamiento hasta su

descongelacion.

Para la obtencion del plasma seminal, se utiliz6 parte de la mezcla de eyaculados de
semen fresco (pool) de los 8 moruecos, para lo cual, se colocaron 1.0 ml de semen en tubos
Eppendorf, y se centrifugaron a 10,000 g, en una centrifuga a 5°C (Microfuge®) durante 10
minutos. A continuacion, el sobrenadante era recuperado para volver a ser centrifugado
durante otros 10 minutos a 10.000 g. Tras esta Ultima centrifugacion, el sobrenadante
(plasma) fue recuperado cuidadosamente evitando cualquier contaminacion del sedimento y

posteriormente afiadido a los diferentes diluyentes.

La metodologia utilizada para la adicion del BHT en las distintas soluciones fue
similar a la descrita anteriormente por Khalifa y col., (2008), utilizandose varias
concentraciones de BHT (0.6, 2.0 y 5.0 mM) disueltas en DMSQO y con una concentracion

final de DMSO en el medio de conservacién espermatica de 0.25% (v/v, 35.2 mM).

Analisis de los parametros de calidad seminal

El analisis de la viabilidad, morfologia espermatica y test de endosmosis (HOST)
mediante la tincion de eosina-nigrosina se realizo Unicamente tras la mezcla de eyaculados
en fresco y tras 4 h de refrigeracion de las distintas muestras conservadas, tal y como se
describe en el primer capitulo. La cantidad y calidad de movimiento de los espermatozoides
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en las distintas suspensiones espermaticas se evalué tras la refrigeracion y post-
descongelacion mediante el sistema ISAS® (Proiser R+D S.D., Valencia). Para evaluar
conjuntamente la integridad fisica y funcional de la membrana plasmatica, la integridad del
acrosoma Yy la actividad mitocondrial de los espermatozoides tras la descongelacion, las
muestras fueron sometidas a diferentes tinciones con fluorocromos, tal como se describe en

el primer capitulo, y analizadas mediante citometria de flujo.

Analisis Estadistico

Los datos de viabilidad, morfologia, integridad funcional de la membrana
plasmaética, integridad del acrosoma, actividad mitocondrial, morfometria y los parametros
cinéticos descriptores del movimiento espermatico (variables dependientes), se analizaron
mediante el procedimiento GLM (ANOVA) de SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
EE.UU.), siendo los valores obtenidos expresados como media + error estandar de la
media. Se realizd 6 repeticiones en cada tratamiento. Cuando las diferencias fueron
significativas (p <0.05), se realiz el test de Bonferroni de comparacion de medias a
posteriori. La normalidad y homogeneidad de varianza de los parametros espermaticos se
comprobaron con el tests de Kolmogorv-smirnov y Levene. Las variables dependientes que
no cumplieron con los supuestos de igualdad de varianza y distribucion normal fueron

sometidas a una transformacion arcoseno, antes del analisis estadistico.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos tras el analisis seminal de la mezcla de eyaculados son una
concentracion seminal de 3.621 + 256.2 millones de espermatozoides/mL, una viabilidad
estimada por E/N del 89.2 % + 2.1 e integridad funcional de sus membranas tras la prueba
de HOST del 67.4 % £ 2.5, una integridad del acrosoma del 83.9 % + 1.5 %, una motilidad
masal de 2.59 + 0.11 y un porcentaje de anormalidades espermaticas de 23.5 % + 3.2.

Al comparar los resultados obtenidos de viabilidad tras el proceso de refrigeracion

(Tabla 1.), se observa que aquellos espermatozoides sin lavar y conservados en ausencia de
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BHT presentaron valores inferiores al resto de tratamientos, aunque solo significativamente
diferentes con los presentados por los espermatozoides lavados y conservados con BHT
(5.0mM), complementados o no con plasma seminal en el diluyente. Ademas, estos dos
ultimos tratamientos fueron los que a su vez proporcionaron una mayor capacidad de

resistencia al shock hipoosmoético respecto al resto de tratamientos.

De la misma manera, la mayoria de los parametros cinéticos analizados mediante el
sistema ISAS de las distintas suspensiones espermaticas sometidas a estudio (Tabla 1.)
parecen mostrar un patron semejante a lo anteriormente descrito, especialmente en lo que se
refiere a las diferencias observadas en la motilidad total y progresiva y en linealidad,
presentandose los valores mas bajos en los espermatozoides sin lavar conservados en
ausencia de BHT, los valores intermedios en el resto de tratamientos, mientras que los
valores superiores se observaron en aquellos espermatozoides lavados y refrigerados con
BHT (5.0mM), independientemente de si estaban combinados o no con plasma seminal, y
sin diferencias significativas entre ambos. Respecto a la VAP, mencionar que unicamente
el tratamiento donde los espermatozoides no fueron lavados y fueron conservados en
ausencia del antioxidante presentaron valores significativamente inferiores al resto de los
tratamientos, asi como destacar que tampoco existieron diferencias entre ninguno de los

tratamientos en los valores del movimiento lateral de la cabeza y la frecuencia de batido.

Una vez analizados los distintos parametros espermaticos tras la descongelacion de
las muestras seminales (Tabla 2.), los resultados siguieron, incluso méas claramente, la
misma tendencia observada en los espermatozoides refrigerados en todos los parametros
cinéticos, mostrando 3 categorias de resultados, es decir, valores significativamente
superiores en los espermatozoides lavados y crioconsevados con BHT al 5.0mM,
independientemente de si estaban complementados o no con plasma seminal, inferiores en
los espermatozoides no lavados y en ausencia del antioxidante e intermedios en el resto de
tratamientos estudiados, a excepcién de los valores de VCL e indice de rectitud obtenidos
en el tratamiento donde los espermatozoides fueron congelados sin lavar previamente, pero
con BHT (5.0 mM) en el medio, los cuales no difirieron de lo registrado en el mismo

tratamiento pero sin presencia de antioxidante.
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Tabla 1. Efecto de la adicion de plasma seminal y/o BHT a diferentes concentraciones en los medios de conservacion sobre la

viabilidad, resistencia osmotica y motilidad de espermatozoides ovinos lavados y no lavados tras la refrigeracion (media * se, n=6).

Tratamientos Lavados Lavados Lavados Lavados Lavados Sin lavar Sin lavar Lavados
0.6 BHT 2.0 BHT 50BHT  +PS 5.0 BHT 5.0BHT+PS

Viabilidad (%)  76.9+3.0% 77.0+3.2%® 75.2+3.4%® 85.4+0.4°  77.744.2®  67.840.9°  74.8+4.7% 87.4+3.0°
HOST (%) 49.4%3.1° 48.8+2.1° 49.0+2.7° 61.243.4°  49.3+0.7°  41.0£3.7°  47.2+#1.1° 62.5+2.9°
MT (%) 76.6+1.6" 75.3+1.1° 77.6+3.3" 89.3+1.6°  78.3#3.0°  58.945.4°  77.7+1.6° 86.7+2.3°
MP (%) 41.5+0.9° 41.245.7° 42.9+4.3" 53.843.3°  43.3+1.6"° 29.5+0.8°  40.2+1.2° 54.741.9°
VCL(um/s) 103.2+4.4°  108.8+1.5® 109.745.1%®  117.4+4.6® 107.8+1.9" 82.6+35°  102.8+1.0°  119.1+2.0°
VSL (um/s) 63.1+2.6" 62.42.0" 61.0+2.9° 70.1+1.9"  61.7#1.1" 552+05°  61.7+1.5" 72.3+3.3°
VAP (um/s) 83.9+4.2° 81.742.9° 83.5+3.4° 87.5+1.6°  82.3x2.7%°  70.3+1.2"  81.3+0.5° 88.0+2.9°
LIN (%) 57.4+0.5 58.2+0.7" 57.1#0.5 62.1#1.6°  57.5%+1.1° 505#1.6°  57.7x2.4 64.5+1.4°
STR (%) 76.80.6™ 74.4+1.2° 76.5+1.5" 81.7+1.3°  76.8+1.0 67.7#12"  75.7+15° 80.6+0.7°
ALH(um) 3.940.2 3.6+0.1 3.540.2 3.3%0.2 3.440.1 3.5+0.2 3.4+0.1 3.440.1
BCF (Hz) 11.440.5 10.1+0.6 10.5+0.7 10.5#0.4  10.5x0.6 10.4+0.5 10.1+0.4 10.6+0.4

*Diferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (Lavado: YH en polvo lavado, Lavado0.6BHT: Lavado + BHT(0.6mM), Lavado2.0BHT:
Lavado + BHT(2.0mM), Lavado5.0BHT: Lavado + BHT(5.0mM), Lavado+PS: Lavado + 0.5 ml de plasma seminal, Sin lavar: YH en polvo sin lavar, Sin lavar5.0BHT: Sin
lavar + BHT(5.0mM), Lavado5.0BHT+PS: Lavado + BHT(5.0mM) + 0.5ml de plasma seminal). MT: motilidad total, MP: motilidad progresiva, VCL.: velocidad curvilinea,
VSL: velocidad rectilinea, VAP: velocidad media, LIN: indice de linealidad, STR: indice de rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de
batida. Numero de espermatozoides = 9,358
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Tabla 2. Efecto de la adicion de plasma seminal y/o BHT a diferentes concentraciones en los medios de conservacion sobre la

motilidad de espermatozoides ovinos lavados y no lavados tras la descongelacion (media + se, n=6).

Tratamientos Lavados Lavados Lavados Lavados Lavados Sin lavar Sin lavar Lavados
0.6 BHT 20BHT  50BHT  +PS 5.0 BHT 5.0BHT+PS

MT (%) 34.5+4.9"  35045.5% 34.6+1.3° 457+1.1°  33.8+6.0° 25.2+¢1.0°  37.3+5.2® 47.3+2.2°
MP (%) 21.3+0.9°  22.1%1.1° 20.7+0.8°  29.0¢0.7°  21.3%0.7° 16.0£2.4°  22.3+15° 30.8+0.5
VCL (um/s) 76.5+3.3°  77.5x1.2° 76.5+4.3°  87.2¢1.2°  78.1+0.8" 67.5+0.6°  74.2+2.6™ 85.1+3.4°
VSL (um/s) 36.0£3.7°  35.4+1.7° 36.0£2.2°  41.7#2.7°  35.1+15° 28.4+0.8°  35.8+1.3" 42.6+0.7°
VAP (um/s) 46.0+1.8°  44.0+4.2° 46.1+3.1°  545#1.4° 452413 37.4+15°  451+1.9° 57.5+0.8°
LIN (%) 42.842.3°  43.9+2.6" 43.74¢3.2°  52.640.8°  425+1.7° 35.0+0.4°  42.1+2.4 50.6+1.2°
STR (%) 73.42.3"  72.6+2.2" 71.3+2.4°  80.3x1.0°  71.8+2.0° 65.1£2.3°  70.7x2.0% 79.5+1.1°
ALH(um) 3.0¢0.1 3.1+0.1 2.9+0.1 3.0¢0.1 3.1+0.1 3.1+0.2 2.9+0.1 3.0+0.1

BCF (Hz) 10.6+0.5 11.1+0.3 10.5+0.7 10.8£0.7  11.3x0.4 11.4+0.6 11.5+0.2 10.6+0.4

2Diferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (Lavado: YH en polvo lavado, Lavado0.6BHT: Lavado + BHT(0.6mM),
Lavado2.0BHT: Lavado + BHT(2.0mM), Lavado5.0BHT: Lavado + BHT(5.0mM), Lavado+PS: Lavado + 0.5 ml de plasma seminal, Sin lavar: YH en polvo sin lavar,
Sin lavar5.0BHT: Sin lavar + BHT(5.0mM), Lavado5.0BHT+PS: Lavado + BHT(5.0mM) + 0.5ml de plasma seminal). MT: motilidad total, MP: motilidad progresiva,
VCL.: velocidad curvilinea, VSL.: velocidad rectilinea, VAP: velocidad media, LIN: indice de linealidad, STR: indice de rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral
de la cabeza, BCF: frecuencia de batida. Numero de espermatozoides = 3920
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El andlisis de los pardmetros obtenidos mediante citometria de flujo (Tabla 3.) de
viabilidad, integridad acrosomal y actividad mitocondrial de los espermatozoides tras la
descongelacion, confirman de nuevo lo que se habia descrito en el andlisis de la motilidad,
observandose que los espermatozoides lavados previamente y congelados en un medio con
una concentracion de 5 mM de BHT, complementados o no con plasma seminal,
presentaron una viabilidad significativamente superior a la de los espermatozoides no
lavados y conservados en ausencia del antioxidante, quienes presentaron los valores
inferiores, mientras que el resto de tratamientos presentaron valores intermedios.
Unicamente destacar que esta poblacion de espermatozoides viables hace referencia
mayoritariamente a espermatozoides con membrana plasmatica y acrosomal intactas y con
una actividad mitocondrial alta, ya que el resto de subpoblaciones detectadas por el
citometro con membrana plasmatica intacta presentaron valores muy bajos (de alrededor de

un 1% o menos) Yy sin diferencias significativas apreciables entre tratamientos.

Tabla 3. Efecto de la adicion de plasma seminal y/o BHT a diferentes concentraciones en
los medios de conservacion sobre viabilidad, integridad acrosomal y actividad mitocondrial

de espermatozoides ovinos lavados y no lavados descongelados (media + se, n=6).

Tratamiento  Viabilidad VAL VAD Vsl VSD Al VD
Lavados 57 5,9 7 345£26°  1.3:01 12401  0.1#00 622+19 1.40.1
(')-_%"SdHcﬁ 37.8£2.7° 35.4+27°  11+01  1.1+0.1  0.1#00 62.6217 1.240.1
;%vgqu? 40,3t15°  37.7415°  1.1#02  14#01 0100 634421 1.240.1
E';_g"gﬁ"ﬁ 46.3t0.6°  433:04° 08103 08201 03202 69.1#16 1.1%0.2
Lal’;‘gos 38.3+1.4° 355+1.3°  1.2$0.3 14401  0.1+0.1 655:1.3 1.3+0.2
Sinlavar  31.1#2.9° 28.7+2.7°  13:03 11301 01402 63.7+2.8 1.410.2
55'8 E‘l‘fTr 40.240.9" 38.1#1.0°  0.9+0.2  1.0¢01  0.1#0.1 60.6:12 1.0£0.1

5.53\;&%735 47241.9° 452418  08:02 0801 0201 658437 1.020.1

aDiferentes letras dentro de una misma columna representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos
(Lavado: YH en polvo lavado, Lavado0.6BHT: Lavado + BHT(0.6mM), Lavado2.0BHT: Lavado + BHT(2.0mM),
Lavado5.0BHT: Lavado + BHT(5.0mM), Lavado+PS: Lavado + 0.5 ml de plasma seminal, Sin lavar: YH en polvo sin
lavar, Sin lavar5.0BHT: Sin lavar + BHT(5.0mM), Lavado5.0BHT+PS: Lavado + BHT(5.0mM) + 0.5ml de plasma
seminal).VVAI: vivos con actividad mitocondrial y acrosoma intacta, VAD: vivos con actividad mitocondrial y
con acrosoma dafiado, VSI: vivos sin actividad mitocondrial y acrosoma intacto, VSD: vivos sin actividad
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mitocondrial y con acrosoma dafiado, Al: vivos y muertos con acrosoma intacto, AD: vivos con acrosoma
dafiado.

Respecto a la capacidad de resistencia osmdtica de los espermatozoides
descongelados (Tabla 4.), se aprecia un comportamiento similar a lo observado tras
descongelar, es decir, valores significativamente superiores en los espermatozoides lavados
y crioconsevados con BHT al 5.0mM, con y sin la adicién de plasma seminal, inferiores en
los espermatozoides no lavados y en ausencia del BHT e intermedios en el resto de
tratamientos. Aungue en este caso, los espermatozoides conservados, una vez lavados, en
YHP sin antioxidante, presentaron una menor capacidad de resistencia al shock
hipoosmético que la observada en caso de los espermatozoides no lavados y conservados
en presencia de BHT (5 mM). Destacar que cuando los espermatozoides descongelados son
sometidos al estrés hipoosmotico, los tratamientos que presentaron un menor porcentaje de
espermatozoides con membrana plasmatica y acrosomal intactas pero con baja actividad
mitocondrial fueron aquellos en los que los espermatozoides fueron conservados con el
BHT a una concentracion de 5 mM, independientemente de haber sido lavados o

complementados con plasma seminal.
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Tabla 4. Efecto de la adicion de plasma seminal y/o BHT a diferentes concentraciones en
los medios de conservacion sobre la viabilidad, integridad acrosomal y actividad
mitocondrial de espermatozoides ovinos descongelados (lavados y no lavados) tras el shock

hipoosmotico (media + se, n=6).

Tratamiento  Viabilidad VAI VAD VSI VSD Al VD
Lavados 505,000  226408° 3.0+01° 3.6£05 10:00 553+21  4.0£0.3°
Lavados 49 )19 50 940410 22404 32$07° 10:00 552431  3.2+0.4%
0.6 BHT
Lavados — a5,9g0c 251410 22+05® 37+05 11+01 548430  3.3:0.2%
2.0BHT
'g'gvgdHoTS 4294050  38.6+1.0° 15+03° 15+0.9° 13402 622424  2.9+0.3°
Lal’;‘gos 311409 245+1.0° 19+01° 3.7+0.8° 1.0+01  56.7+1.8  2.9+0.1°

Sin lavar 25.3+1.5° 18.1+1.3*  3.0£0.1* 3.5+0.6° 1.0+0.1 55.2+1.8 4.0+0.3

2‘8 E‘;aTr 345+1.3°  30.3+1.4° 15+01° 1.6+0,6° 1.1+0.0 55.3%2.6  2.620.6°
Lavados d d b b b
s0BHTips A35fL7T 394+11°  13:02° 14404° 13:01  625+13 2702

2Diferentes letras dentro de una misma columna representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos
(Lavado: YH en polvo lavado, Lavado0.6BHT: Lavado + BHT(0.6mM), Lavado2.0BHT: Lavado + BHT(2.0mM),
Lavado5.0BHT: Lavado + BHT(5.0mM), Lavado+PS: Lavado + 0.5 ml de plasma seminal, Sin lavar: YH en polvo sin
lavar, Sin lavar5.0BHT: Sin lavar + BHT(5.0mM), Lavado5.0BHT+PS: Lavado + BHT(5.0mM) + 0.5ml de plasma
seminal). VAL: vivos con actividad mitocondrial y acrosoma intacta, VAD: vivos con actividad mitocondrial y
con acrosoma dafiado, VSI: vivos sin actividad mitocondrial y acrosoma intacto, VSD: vivos sin actividad
mitocondrial y con acrosoma dafiado, Al: vivos y muertos con acrosoma integro, VD: vivos con acrosoma
dafado.

Al hacer la comparacion de las medidas morfométricas mediante el sistema ISAS,
de los espermatozoides frescos con los espermatozoides lavados y no lavados y
criopreservados en yema de huevo en polvo con diferentes concentraciones de BHT,
independientemente si estaban combinados con plasma seminal, no se observd ninguna
diferencia significativa de dimensiones y forma de cabeza, obteniéndose los siguientes
valores medios de longitud de la cabeza (8.5 £ 0.0 um), ancho (4.9 £ 0.0 um), éarea (34.5 =
0.4 um?), perimetro (23.5 + 0.3 um), elipticidad (1.7 + 0.0), elongacién (0.3 + 0.0),
rugosidad (0.8 = 0.0) y regularidad (0.9 + 0.0).
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DISCUSION

Los valores medios de la mayoria de parametros espermaticos del semen fresco
fueron similares a los registrados en razas de ovinos, como la Gallega (Barrio y col., 1995),
la Guirra (Marco-Jiménez y col., 2003), Latxa (Beltran de Heredia, 1995), e inferiores a los
obtenidos en Asaff y Churra (Alvarez y col., 2000), Manchega (Alcaide y col.,2001 ) y raza
Ile France (Bravo, 2010), obtenidos en la region mediterranea en condiciones climaticas

casi similares a las acaecidas en nuestra experiencia.

Una manera de superar los efectos perjudiciales de ROS en la calidad de los
espermatozoides después del descongelado es incluir antioxidantes exdgenos al diluyente
de crioconservacion para disminuir o prevenir el estrés oxidativo. Para algunos autores, la
adicion de BHT al diluyente de crioconservacion en espermatozoides de diferentes especies
ha mostrado tener efectos beneficiosos (ljaz y col., 2009; Neagu y col, 2010), mientras que
en otros trabajos se ha descrito un efecto perjudicial (Ball y col., 2001) con respecto a la
mejora de la supervivencia espermatica. Estos hallazgos indican que todavia existen
dificultades técnicas al utilizar el BHT en los medios de criopreservacion de semen en las
diferentes especies.

Los resultados del presente estudio muestran que los espermatozoides lavados y
conservados en yema de huevo en polvo con la adicion de 5.0 mM de BHT,
independientemente de estar combinados o no con plasma seminal en el diluyente de
crioconservacion presentan valores significativamente superiores de viabilidad y resistencia
osmotica de la membrana plasmatica, de actividad mitocondrial e integridad del acrosoma y
de motilidad total y progresiva, asi como mejores valores en los diferentes descriptores
cinéticos en comparacion con los demés tratamientos. Resultados similares han sido
reportados por Watson y Anderson (1983) con una concentracion de BHT del 4 mM,
mientras que Farshal y col., (2010) obtuvieron los mejores parametros de calidad seminal
con la adiccién de 2.0 y 3.0 mM de BHT, ambos en espermatozoides de morueco sin lavar,
teniendo como medio de criopreservacion el compuesto por el tampon Tris y yema de

huevo fresco y congelados en vapores de nitrogeno.
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En otras especies, como en el caprino, Kalifa y col., (2008) obtuvieron una mejora
en la motilidad progresiva post-congelacion de los espermatozoides similar a nuestros
resultados, asi como en la fertilidad, cuando utilizaron 5.0 mM de BHT incluido en el
diluyente, en comparacion a concentraciones de 0.3, 0.6, 2.0 y 8.0mM de BHT. Otros
autores consiguieron los mejores resultados de viabilidad, motilidad, integridad funcional
de la membrana plasmatica y menor dafio en el acrosoma, con la adicion de 1y 2.0 mM de
BHT en los medios de criopreservacion de espermatozoides de bufalo (ljas y col., 2009), de
0.2y 1.6 mM de BHT en toro (Asadpour y col., 2012) o de 1.0 mM de BHT en perro
(Neagu y col., 2010). En apoyo a estos anteriores resultados, un estudio llevado a cabo in
vitro demostro que la adicién de 0.4 mM de BHT al diluyente de congelacion fue
beneficioso para el espermatozoide de verraco, ya que aument6 la capacidad de los

espermatozoides de penetrar el ovocito (Roca y col., 2004).

Estas diferencias entre especies o incluso laboratorios respecto a qué concentracion
de BHT es la 6ptima podria deberse a que el efecto potencial de BHT en la prevencion de
los dafios oxidativos en los espermatozoides durante la criopreservacion depende de
muchos factores, tales como la composicion del diluyente, tasa de dilucion, enfriamiento y
el método concreto de congelacion-descongelacion (Ball y col., 2001; Roca y col., 2004;
Kalifa y col., 2008), asi como la composicién de la membrana espermatica en las distintas
especies. En espermatozoides ovinos, la membrana plasmatica tiene una baja relacion
colesterol/fosfolipidos (Darin-Bennett y White, 1977), asi como un alto contenido de
fosfolipidos insaturados (Watson, 2000) si la comparamos con otras especies, lo que podria

explicar, al menos en parte, nuestro resultados.

De todos modos, el mecanismo exacto por el cual el BHT parece provocar mejoras
en los procesos de congelacion de los espermatozoides no es del todo conocido.
Hammerstedt y col., (1976) indican que el BHT, es un antioxidante fendlico, que se
incorpora en la membrana de los espermatozoides, disminuyendo la viscosidad de los
lipidos de membrana y reduciendo asi los cambios de permeabilidad de la membrana
plasmaética del espermatozoide durante el proceso de criopreservacion. Asimismo, el BHT

parece prevenir o reducir la actividad dafina de los radicales libres, mediante la conversion
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de los radicales peroxil a hidroperdxidos, e interacciona con los componentes del diluyente
para minimizar el dafo durante la refrigeracion y criopreservacion del espermatozoide
(Killian y col., 1989; Aitken y Clarkson, 1988; Aitken, 1995).

Por otra parte, segun nuestros resultados, el lavado mediante centrifugacion del
semen proporciono un efecto beneficioso en la criopreservacion de los espermatozoides de
morueco, tal y como se aprecia en los valores de viabilidad, integridad de las membranas
plasmatica y acrosomal, parametros cinéticos de velocidad, de progresion y actividad
mitocondrial, especialmente tras la descongelacion. Sin embargo, tal y como se menciond
en el primer capitulo, todavia no podemos asegurar cudl es la causa de esta mayor
supervivencia, ya que podria deberse a varios motivos. Uno podria ser que la eliminacion
del plasma seminal del medio de crioconservacién puede mejorar la capacidad
crioprotectora de la yema de huevo contra el shock por frio, ya descrito en diferentes
especies (Corteel, 1980; Aboagla y Terada 2003; Bispo y col., 2011; Bathgate y col., 2006;
Martim y col., 1979) o bien que en la técnica de separacion del plasma seminal mediante el
método de la centrifugacion, ademas de eliminar el plasma seminal, elimine también un
porcentaje de los espermatozoides dafiados y muertos, con la seleccion de poblaciones méas
motiles y en algunos casos, de mayor viabilidad (Cebrian vy col., 2010).

Sin embargo, en el presente estudio, la adicion de plasma seminal en el medio de
conservacion de los espermatozoides lavados antes de la criopreservacion no empeoro la
capacidad crioprotectora del huevo, tal y como muestran los valores de viabilidad,
integridad funcional de la membrana plasmatica, parametros de velocidad, progresion y
direccion de la cabeza de los espermatozoides obtenidos tanto tras el proceso de
refrigeracion como el de la congelacion y descongelacion. De hecho, cuando comparamos
el tratamiento que mejores resultados nos ha proporcionado, es decir, la congelacion de
espermatozoides lavados en un medio a base de yema de huevo en polvo con un 5 mM
BHT, ninguno de los parametros analizados difiri6 de los observados con el mismo
tratamiento pero adicionando un 13% de plasma seminal. Se ha descrito que la adicion de
entre un 10 a un 40 % de plasma seminal en los medios de crioconservacion aumenta la

resistencia de los espermatozoides al choque de frio, reduciendo o incluso revertiendo el
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estado de criocapacitacion (Pérez-Pé y col., 2001; Barrios y col., 2005) y mejorando la
viabilidad en espermatozoides de toro (Maxwell y col., 1996), morueco (Ashworth y col.,
1994; Graham 1994) y cerdo (Maxwell y col., 1998). En cambio, otros trabajos realizados
en espermatozoides de caballos (Moore y col., 2005) y también de moruecos (Morrier y
col., 2003) han descrito que la inclusion de 10 y 25 % de plasma seminal no mejoro las
caracteristicas del semen tras la refrigeracion, asi como tampoco la inclusion de un 30 % de
plasma seminal mejord las caracteristicas de los espermatozoides ovinos no lavados post-
descongelacion (Rovegno y col., 2013). Incluso existen autores que describen efectos
negativos del plasma seminal sobre la motilidad (de Lamirande y Gagnon, 1984) o la
viabilidad (Garcia y Grahan 1987a; Kawano y col., 2003) y la supervivencia después de la

congelacion-descongelacidon (Watson 1981; Schmehl y col., 1986; Moore y col., 2005).

Es evidente que el papel del plasma seminal en la criopreservacion es un tema
controvertido debido a la compleja composicion del plasma seminal, ya que, como se ha
descrito en el capitulo uno, ademéas de proteinas, existen otros componentes, como
compuestos de bajo peso molecular, que podrian resultar nocivos para los espermatozoides,
y que varian segun las especies (Garcia y Grahan, 1987b; Catt y col., 1997). No obstante,
en nuestro caso, el plasma seminal afadido no parece tener efecto, ya sea porque la
cantidad afiadida del 13 %, no fuera la suficiente para mostrar diferencias o por la
composicion del plasma seminal de nuestros machos, la cual puede verse afectada por
factores ambientales, tales como la temporada de la recoleccidn, la temperatura, la nutricion
0 el estrés (Pérez-Pé y col., 2001, Muifio-Blanco y col., 2008). Independientemente de cual
sea el motivo, en nuestras condiciones, el semen no lavado proporciona los peores
resultados tras la conservacién, a no ser que afladamos el BHT (5 mM), el cual nos mejora
los resultados hasta igualar los valores obtenidos cuando el plasma seminal es eliminado
por centrifugacion, lo que nos demuestra de nuevo la bondad del antioxidante BHT. Por
otra parte, si se produce o no una seleccién “involuntaria” de los espermatozoides durante
la mera centrifugacion, mas andlisis deberian haberse llevado a cabo para poder afirmarlo,

aunque la posibilidad tampoco puede ser descartada.

147



En conclusion, la adicion de BHT en una concentracion de 5.0mM mejora los
parametros de calidad seminal en los espermatozoides, lavados y no lavados,
crioconservados en yema de huevo en polvo. Ademas, la centrifugacion previa de los
espermatozoides para eliminar el plasma seminal mejora la criosupervivencia, mejora que
parece no deberse a la ausencia del plasma seminal, ya que la suplementacién con 13 %
plasma seminal en los medios de crioconservacion de los espermatozoides lavados no tuvo
efecto en los parametros de calidad seminal. Sin embargo, méas estudios deben llevarse a
cabo para confirmar estos resultados como pruebas de fertilidad in vitro e in vivo a través

de la inseminacion artificial.
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4.4. CAPITULO IV

Efecto del fotoperiodo y edad del donante, de la adicion de
antioxidantes en el diluyente, de la aplicacion de implantes de

melatonina en primavera y del individuo sobre la conservacion

de semen de morueco.






ABSTRACT

The aim of this last chapter was to compile some of the results obtained from experiments
made along 2 years in order to asses the potential effect of semen donor age, photoperiod
during semen collection, antioxidant inclusion on the extenders, application of melatonin
implants outside breeding season and the individual effect on ram sperm cryopreservation.
Therefore, in the first study of this chapter, fresh ejaculates were collected during 2
consecutive years from 8 rams at the age of 14 and 26 months old (in negative photoperiod)
and from 4 males of 18 and 30 months old (in positive photoperiod). Immediately after
semen collection, the ejaculates were mixed in equal quantities and pooled semen was
washed by centrifugation. Afterwards, washed semen was split into two aliquots, one was
re-suspended in Tris-based media with BHT (5.0 mM) and the other in the same extender,
but without antioxidant. The second study was performed only in spring of two consecutive
years, dividing the males into two groups of 4 rams, with and without implants of
melatonin, at the age of 18 and 30 months. Likewise, after semen collection, pooled semen
was washed, split into 2 aliquots and re-suspended in TRIS-based media with or without
BHT (5 mM) when semen came from 18 months old males and with or without melatonin
(ImM) when semen was from males of 30 months old. Finally, in the third experiment,
ejaculates of each male (8 rams of 2 years old approximately) were collected, washed and
re-suspended in a Tris-based media individually. All the extenders were supplemented with
15% (v/v) powered egg yolk and 5% of glycerol and refrigerated for 4 hours at 5°C before
freezing. Sperm motility was analyzed by computer assisted sperm analysis (ISAS®) and
viability, acrosome integrity and viability after hyposmotic test (HOST) were determined
by eosine/nigrosine stain after refrigeration. Moreover, after thawing, plasmatic and
acrosomal membrane integrity and mitochondrial activity were determined by flow
citometry, as well sperm motility and morphometry by ISAS ® (mean+SE, n=6). Our
results show that even 26 months years males have a better sperm quality during
preservation, the same quality could be achieved in semen from 18 months old males, with
the inclusion BHT in the extenders, also in unfavourable photoperiod. Again, the inclusion
of BHT, independently of the donor age and photoperiod, seems to improve the quality

sperm parameters during preservation, meanwhile melatonin, as antioxidant in the media,
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does not have any effect. Either the use of the implants of melatonin does not show any
advantage in order to achieve a better cryopreservation of the semen collected out of
breeding season. Finally, the cryopreservation of semen from individual males seems to
show the existence of bad, good and regular freezer males, although more analysis should
be done, specially in vivo and in vitro fertility tests, and a higher number of males should be

tested in order to confirm these three male donor categories.

INTRODUCCION

En ovinos, la conducta sexual y la calidad del semen son los principales factores que
limitan la eficiencia de la reproduccion en el macho a lo largo de afio. Estos factores
pueden variar segun la raza (Avdi y col., 2004), la estacién del afio (Schanbacher y Lunstra,
1976) y la nutricion (Mukasa-MugerwayEzaz, 1992). Los moruecos son reproductores
estacionales en los que el fotoperiodo es la sefial ambiental principal que controla la
actividad reproductiva, y que a su vez depende de su localizacién geografica. Como la
mayoria de razas de ovinos y caprinos de latitudes elevadas (norte de Europa), éstos
manifiestan una marcada estacionalidad reproductiva (Chemineau y col., 1988). El periodo
de actividad reproductiva comienza al final del verano cuando el fotoperiodo disminuye y
finaliza en el invierno cuando el nimero diario de horas de luz empieza a aumentar. Asi en
los moruecos en estacion no reproductiva se observa una disminucion del volumen y
didmetro testicular (Colas y col., 1986) y deterioro en la calidad del semen (Boland y col.,
1985; Karagiannidis y col., 2000), asi como también una alteracion del perfil hormonal
(Langford y col., 1987), afectando el desempefio reproductivo de los moruecos. En latitud
media o baja, la estacionalidad tiende a disminuir en las razas que habitan cerca del
Ecuador, como el caso de las razas mediterraneas donde el anestro estacional es de 51 a 131
dias (Forcada y col., 2000) y donde la nutricion y las relaciones sociales influyen en el

desarrollo del ciclo anual de reproduccion.

Las variaciones en la duracion del fotoperiodo en los moruecos son recibidas por la
glandula pineal y transformadas en sefial endocrina a través de la melatonina, que regula la

secrecion de otras hormonas implicadas en el comienzo y finalizacion de la actividad
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reproductiva (Bittman y col., 1985). Generalmente, la secrecion de melatonina sigue un
ritmo circadiano, con niveles bajos durante el dia y altos en la noche, es decir, una larga
duracion en la secrecion de melatonina es percibida como un dia corto, mientras que una
duracion breve de secrecion se percibe como un dia largo (Bittman y col., 1985). Por ello,
el uso de implantes de melatonina en el morueco durante la estacion no reproductiva se ha
asociado con mejoras en parametros reproductivos como el diametro escrotal, la produccion
y calidad espermatica (Palacin y col., 2008), ejerciendo su accion principalmente en el eje
hipotalamo-hipofisario (Webster y col., 1991). Recientes estudios han demostrado la
presencia de esta hormona y su variacion estacional, junto con la testosterona, en el plasma
seminal (Casao y col., 2010a), lo que, ademas de su accidn relevante a nivel testicular y de
las glandulas accesorias, sugiere también una accion directa sobre la célula espermatica
(Casao y col., 2010b).

Del mismo modo, la estacionalidad puede condicionar los periodos de congelacion
del semen para su utilizacion posterior. EI semen de morueco congelado en primavera es de
menor calidad que el congelado durante el otofio (Ortavant y col., 1985; D' Alessandro y
Martemucci, 2003) ya que en primavera se va a producir mayor dafio estructural y
funcional en los espermatozoides descongelados, por una menor resistencia al shock
térmico y estrés oxidativo provocado por la formacion de gran cantidad de especies
reactivas al oxigeno (ROS) o moléculas que contienen radicales libres, debido a un
mecanismo antioxidante deteriorado (Pérez-Pé y col., 2001; D'Alessandro y Martemucci
2003; Agarwal y col., 2003), resultando en una reduccion de la movilidad y viabilidad, lo
cual disminuye la supervivencia y capacidad fecundante de las dosis conservadas para la
Inseminacion Artificial (Maxwell, 1980; Maxwell y Watson, 1996). Una manera de reducir
los efectos perjudiciales de las ROS podria ser la adicion de componentes con capacidad
antioxidante al diluyente de congelacion para bloquear o prevenir el estrés oxidativo. Entre
los diferentes componentes antioxidantes, la melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), ha
sido probado en la criopreservacion de semen de distintas especies como en el toro (Ashraf
y col., 2013), en moruecos (Succu y col., 2011) y en porcinos (Jang y col., 2010),
mejorando la motilidad, viabilidad y la integridad de la membrana, después de la

descongelacion. Este efecto positivo en la mejora de la calidad seminal, puede deberse a la
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capacidad que tiene la melatonina como depurador eficaz de radicales libres y como
antioxidante general (Tan y col., 2007). También, el butil hidroxitolueno (BHT),
antioxidante sintético fendlico analogo de la vitamina E, ha sido utilizado en la
crioconservacién de espermatozoides de diferentes especies, describiéndose efectos
beneficiosos por muchos investigadores, como Watson y Anderson (1983) en morueco,
Donoghue y Donoghue (1997) en pavos, Killian y col., (1989) y Shoae y Zamiri (2008) en

el toro, Roca y col., (2004) en cerdo y Khalifa y col., (2006) en espermatozoides caprinos.

Por Gltimo, de manera similar a lo observado en otras especies, no todos los
moruecos presentan la misma calidad y produccion de eyaculados (Alvarez y col., 2000) ni
la misma capacidad de éstos para resistir la congelacion-descongelacion (Marinov y
Dacheva, 1984). A este respecto, se ha informado sobre diferencias en la congelabilidad
entre individuos de una misma raza (Barrio y col., 1995; Medrano y Holt, 1998). Las
diferencias en la congelabilidad del eyaculado también afectan a su posterior capacidad
fecundante. Asi, se ha observado en moruecos que los espermatozoides criopreservados
provenientes de eyaculados de buenos congeladores tienen una tasa de penetracion del
ovocito in vitro superior a la de los espermatozoides de machos malos congeladores
(O’Meara y col., 2008). La diferencia en la congelabilidad parece ponerse en marcha en el
momento de la eyaculacion, puesto que Rath y Niemann, (1997) observaron que las
diferencias de congelabilidad entre verracos se dan en muestras eyaculadas, pero no cuando
los espermatozoides son colectados en la cola del epididimo. Como ya se ha comentado,
variaciones individuales en la congelacion del semen han sido documentadas también en
otras especies como en el caballo (Amann y Pickett, 1987) y el toro (Thomas y col., 1997).
En el caso del morueco, varios estudios indican que la variabilidad en la congelacion de
eyaculados podria estar relacionada con los programas de mejoramiento genético
tradicional, que seleccionan reproductores en funcion a los pardmetros productivos y
morfologicos, sin tener en cuenta la fertilidad ni la capacidad de criopreservacion de sus
eyaculados (Leboeuf y col., 2000), lo que probablemente sea una de las razones del poco
progreso alcanzado en la aplicacién de nuevos protocolos de congelacion de semen y
nuevas técnicas de inseminacién (Anel y col., 2006)
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Los objetivos de este ultimo capitulo son, en primer lugar, recopilar resultados
obtenidos a lo largo de 2 afios de experimental con el proposito de valorar el posible efecto
de la edad del donante y fotoperiodo durante la recolecta del semen, la inclusion de
antioxidants en los medios de conservacion (BHT vs melatonina), la aplicacién de
implantes de melatonina fuera de la época reproductiva, asi como analizar el efecto del

individuo o donante sobre la criopreservacion de semen de morueco.

MATERIALES Y METODOS

Experimento 1. Efecto de la edad del donante, fotoperiodo y presencia de antioxidante

en el diluyente (butil hidroxitolueno) sobre la crioconservacion del semen de morueco.

El experimento se llevé a cabo a lo largo de 2 afios consecutivos, iniciandose en
otofio del 2011 y concluyendo en primavera del 2013, entre las instalaciones del IRTA en
Caldes de Montbui, donde estan alojados los sementales, ubicadas en una latitud 41° 38” N,
y longitud 2° 10’ E, y la Universidad Autonoma de Barcelona. Para ello, se utilizaron 4
machos en los periodos de primavera (2 de raza Xisqueta y 2 de Aranesa) u 8 moruecos en
los fotoperiodos negativos (4 de raza Xisqueta y 4 de Aranesa), a los que se les colectd
semen con vagina artificial 2 dias/semana y 2 eyaculados/dia, en diferentes edades y épocas
del afio; a la edad de 14 y 26 meses en fotoperiodo negativo y 18 y 30 meses en fotoperiodo

positivo, realizando un total de 6 réplicas en cada edad.

Tras la recogida de los eyaculados, y manteniéndolos en un Bafio Maria a 37°C, se
procedié a valorar su motilidad masal y volumen siguiendo la clasificacién de Evans y
Maxwell (1990). A continuacién, los eyaculados eran mezclados en un solo tubo (pool), a
partir del cual se dividia en dos alicuotas, excepto en el caso de machos de 30 meses, donde
solo se dispuso de una unica alicuota. Seguidamente, cada una de las alicuotas era diluida
(1:6) con la solucién base TGC descrita en el primer capitulo y centrifugada a 600 g durante
10 minutos. Una vez eliminado el sobrenadante, el sedimento era diluido de nuevo en 9 mL

de la solucion TGC para realizar una segunda centrifugaciéon (600xg por 10"). Finalmente,
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el sobrenadante era descartado y el sedimento de las alicuotas era recuperado para su

posterior procesamiento.

De esta manera, una vez centrifugadas las alicuotas de semen de cada edad (14, 18,
26 y 30 meses), éstas fueron resuspendidas (1:4) en una solucién TGC a una concentracion
final de 5 % de glicerol y 15 % (v/v) de yema de huevo en polvo, de manera que una de las
alicuotas de cada edad se diluia en presencia de butil hidroxitolueno (BHT) (5.0 mM) en el
diluyente y la otra sin BHT, con excepcidn de la alicuota de los machos de 30 meses que no
presentan BHT, dando lugar a 7 tratamientos distintos de conservacion.

Todas las soluciones utilizadas para la conservacion de los espermatozoides
contenian 1000 Ul/ml de penicilina benzatinica y 1.0 mg/ml de sulfato de estreptomicina,
con el objetivo de evitar posible contaminaciones. La metodologia utilizada para la adicion
del BHT en las distintas soluciones fue similar a la que se describe en el segundo capitulo,
asi como la refrigeracion, transporte y posterior proceso de congelacion de las distintas

suspensiones homogenizadas, de cada edad y fecha.

Experimento 2. Efecto de los implantes de melatonina, edad del donante y presencia
de antioxidantes (butil hidroxitolueno vs melatonina) en el diluyente sobre la

criopreservacion de semen de morueco en primavera.

Este experimento se llevo a cabo en la primavera de 2 afios consecutivos. Para ello,
en el primer afio del estudio, los animales de aproximadamente 16 meses de edad se
dividieron en dos grupos homogéneos: el primer grupo recibié 3 implantes subcutaneos de
18 mg melatonina (Melovine, Ceva Salud Animal) por morueco y el segundo grupo no
recibié implante. Al siguiente afio, cuando los animales contaban con unos 28 meses de
edad fueron también divididos al azar en 2 grupos; a 4 moruecos se les colocé 3 implantes

subcutaneos de melatonina y los otros 4 no recibieron implante.

Pasados dos meses tras colocar los implantes, se les colectd semen con vagina

artificial 2 dias/semana y 2 eyaculados/dia en primavera, a la de edad de 18 meses y 30

166



meses respectivamente, realizando un total de 6 réplicas en cada experimento. Tras la
recogida de los eyaculados, y manteniéndolos en un Bafio Maria a 37°C, se procedio a
valorar su motilidad masal y volumen siguiendo la clasificacién de Evans y Maxwell
(1990). A continuacion, los eyaculados eran mezclados en dos tubos (pool), en uno los
procedentes de sementales con implantes y en el otro de animales a los que no se les aplico
el implante. Seguidamente, cada una de las alicuotas era diluida en TGC y centrifugada tal
como se realiz6 en el primer experimento, obteniendo las diferentes alicuotas para su
posterior procesamiento. En el primera fase del presente experimento tras el proceso de
centrifugacion de la mezcla de eyaculados se obtuvieron 4 alicuotas de semen lavado, la
mitad de las cuales fueron resuspendidas (1:4) en la solucion TGC a una concentracion fina
de 5 % glicerol y 15 % (v/v) de yema de huevo en polvo mas 5.0 mM de BHT vy las otros
alicuotas sin la presencia del antioxidante, dando lugar a 4 tratamientos distintos:
espermatozoides procedentes de animales de 18 meses de edad con implantes o sin
implantes y conservados en presencia o0 no de 5mM BHT.

De igual manera, en la segunda fase del experimento realizada en la primavera del
siguiente afio, se obtuvieron 4 alicuotas de semen lavado (2 procedentes de animales de 30
meses de edad con implantes y 2 de animales sin implante de la misma edad), las cuales
fueron resuspendidas (1:4) también en solucion TGC a una concentracion final de 5 % de
glicerol y 15 % (v/v) de yema de huevo en polvo, con o sin la adicién de melatonina
(ImM), dando lugar a otros 4 tratamientos distintos: espermatozoides procedentes de
animales con implantes o sin implantes y conservados en presencia 0 no de 1mM de
melatonina. Todas las soluciones utilizadas para la conservacion de los espermatozoides
contenian 1000 Ul/ml de penicilina benzatinica y 1.0 mg/ml de sulfato de estreptomicina,

con el objetivo de evitar posible contaminaciones.

La metodologia utilizada para la adicion del BHT en las distintas soluciones fue
similar a la que se describe en el segundo capitulo. La melatonina se disolvid en
dimetilsulfoxoido (DMSO) y PBS (Succu, y col., 2011) para obtener una concentracion
final de ImM de melatonina y de 0.1 % de DMSO.
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Una vez homogenizadas las distintas suspensiones, tanto en la primera fase del
experimento como en la segunda, los tubos fueron transportados y procesados para su

conservacion, tal y como se describe en apartados anteriores.

Experimento 3. Efecto del individuo en la criopreservacion del semen en moruecos

Para la realizacién de este experimento se utilizaron 8 moruecos (4 de raza Xisqueta
y 4 de Aranesa), a los que se les colectd semen con vagina artificial 2 dias/semana y 2
eyaculados/dia en otofio del 2012, realizando un total de 6 réplicas por morueco. Tras la
recogida de los eyaculados, y manteniéndolos en un Bafio Maria a 37°C, se procedio a
valorar su motilidad masal y volumen siguiendo la clasificacién de Evans y Maxwell
(1990). A continuacion, los 2 eyaculados de cada uno de los moruecos se diluyeron (1:6)
con la solucion TGC y se centrifugaron a 600 g durante 10 minutos. Una vez eliminado el
sobrenadante, el sedimento era diluido de nuevo en 9 mL de la solucion TGC para realizar
una segunda centrifugacion (600xg por 10'). Finalmente, el sobrenadante era descartado y

el sedimento de las distintas alicuotas era recuperado para su posterior procesamiento.

Asi, se obtuvieron una alicuota de cada uno de los 8 machos, es decir, un total de 8
alicuotas de semen lavado. Las ocho alicuotas fueron resuspendidas individualmente (1:4)
en la solucion TGC a una concentracion final de 5% de glicerol y 15 % (v/v) de yema de
huevo en polvo, dando lugar a 8 muestras individuales que fueron conservadas. Todas las
soluciones utilizadas para la conservacion de los espermatozoides contenian 1000 Ul/ml de
penicilina benzatinica y 1.0 mg/ml de sulfato de estreptomicina, con el objetivo de evitar
posible contaminaciones. Una vez homogenizada las suspensiones, los tubos con las

muestras seminales se transportaron y procesaron como en los apartados anteriores.
Analisis de los parametros de calidad seminal

En el primer experimento, la viabilidad y morfologia espermatica de la mezcla de
eyaculados en fresco, tras 4 h de refrigeracion y tras la descongelacion de las muestras

conservadas con los distintos tratamientos se evalué por medio de la tincion de eosina-
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nigrosina y el test de endosmosis (HOST), tal y como se describe en el primer capitulo.
Asimismo, se evalud la cantidad y calidad de movimiento de los espermatozoides en las
distintas suspensiones espermaticas tras la refrigeracion y post-descongelacion mediante el
sistema ISAS® (Proiser R+D S.D., Valencia) como también la morfometria de las muestras

en fresco y tras la descongelacion.

En los experimentos 2 y 3, la viabilidad y morfologia espermatica de la mezcla de
eyaculados en fresco y tras 4 h de refrigeracion de las muestras conservadas con los
distintos tratamientos o de los distintos individuos se evalué por medio la tincion de eosina-
nigrosina y el test de endosmosis (HOST), tal y como se describe en el primer capitulo.
Asimismo, se evalu6 la cantidad y calidad de movimiento de los espermatozoides en las
distintas suspensiones espermaticas tras la refrigeracion y post-descongelacion mediante el
sistema ISAS® (Proiser R+D S.D., Valencia), como también la morfometria de las muestras
en fresco y tras la descongelacion. Para evaluar conjuntamente la integridad fisica y
funcional de la membrana plasmaética, la integridad del acrosoma y la actividad
mitocondrial de los espermatozoides tras la descongelacion, las muestras fueron sometidas
a la tincién con fluorocromos descrita en el primer capitulo y analizadas a través del

citometro de flujo.

Anadlisis Estadistico

Los datos de viabilidad, integridad funcional de membrana plasmatica, integridad
del acrosoma, actividad mitocondrial, morfometria y los parametros cinéticos descriptores
del movimiento espermatico (variables dependientes) se analizaron utilizando el
procedimiento GLM (ANOVA) de SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.), siendo
los valores obtenidos expresados como media + error estandar de la media. Se realizd 6
repeticiones en cada tratamiento. Cuando las diferencias fueron significativas (p <0.05), se
realizd el test de Bonferroni de comparacion de medias a posteriori. La normalidad y
homogeneidad de varianza de los pardmetros espermaticos se comprobaron con el tests de
Kolmogorv-Smirnov y Levene. Las variables dependientes que no cumplieron con los
supuestos de igualdad de varianza y distribucion normal fueron sometidas a una

transformacion arcoseno, antes del andlisis estadistico.
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RESULTADOS

Experimento 1. Efecto de la edad del donante, fotoperiodo y presencia de
antioxidante en el diluyente (butil hidroxitolueno) sobre la crioconservacion del semen

de morueco.

Tras el analisis inicial de la mezcla de eyaculados de los 8 moruecos (Tabla 1.1.) en
diferentes edades y épocas de afio, se puede observar que existe un efecto de la edad en
algunos de los parametros estudiados como la viabilidad espermaética, la capacidad de
resistencia al shock hipoosmotico, integridad del acrosoma y la concentracion seminal

(p<0.001), pero no en el volumen, motilidad masal y porcentaje de formas anormales

Tabla 1.1. Resultados de parametros de calidad seminal del semen fresco de moruecos en

diferentes edades y fotoperiodos (mediazes, n=6)

Edad (meses) y Fotoperiodo (+/-)

Edad/época 14(-) 18(+) 26(-) 30(+)
Volumen (ml) 0.9+0.3 1.040.2 1.240.3 1.240.2
Motilidad masal 2.3+0.3 2.520.2 2.80.2 2.940.3
Viabilidad (%) 68.1+1.6° 88.7+1.3" 89.2+2.1° 89.3+1.6"
HOST (%) 46.0£1.9° 47.142.4° 67.4+2.5° 55.7+1.3"
Integridad acrosomal (%)  67.9+3.1% 84.8+3.2" 87.9+3.4° 85.9+1.1°
Anormalidades (%) 28.5+3.7 25.445.6 26.5+3.2 24.9+35

Concentracion (x10%/ml) 3051.0+190.2°  3099.8+189.9° 3520.0+248.1° 3490.2+201.2°

¢ Diferentes superindices en la misma fila indican diferencias significativas (p<0.001). (-): fotoperiodo
negativo, (+): fotoperiodo positivo, Anormalidades (anormalidades cabeza: alargada, piriforme, amorfa,
enana, acrosomas dafiados, anormalidades de la pieza intermedia: angulada, engrosada, asimétrica,
anormalidades de la cola: corto, angulado, enrollado, restos citoplasmaticos: gota citoplasmatica proximal y
distal, etc...)

De hecho, se observa que la viabilidad espermatica y la integridad del acrosoma del

semen procedente de animales de 14 meses fue significativamente inferior a las observadas
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en el semen procedente de machos de 18 meses de edad o mayores, independientemente de
la epoca del afio en que se produjo la recogida del semen. También la capacidad de
resistencia al shock hipoosmético y la concentracion espermatica registradas fueron
menores significativamente en semen de los individuos mas jovenes (14 meses), aunque no
se diferenciaron de los valores observados en estos parametros en eyaculados recolectados
en primavera de sementales de 18 meses. Destacar que los espermatozoides procedentes de
machos mayores a 18 meses, la capacidad de resistencia al shock hipoosmético fue
significativamente superior en aquellos que habian sido recolectados durante el fotoperiodo
negativo a la edad de 26 meses.

Al comparar los resultados obtenidos tras el proceso de refrigeracion (Tabla 1.2.), se
observa la misma tendencia que en el caso del semen fresco, obteniéndose valores de
viabilidad en los espermatozoides refrigerados procedentes de animales de 14 meses
significativamente inferiores, independientemente de la presencia o no de antioxidantes en
el medio de conservacion, respecto a todos los obtenidos en el resto de edades y
tratamientos. También la capacidad de resistencia al shock hipoosmético fue menor
significativamente en espermatozoides refrigerados procedente de los individuos mas
jévenes (14 meses), sin observarse ningun efecto beneficioso de la adicion del BHT, y sin
diferenciarse de la resistencia observada en espermatozoides recolectados en primavera de
sementales de 18 meses. No obstante, a esta misma edad (18 meses) y en época
desfavorable, la adicion del antioxidante si produjo un aumento del numero de
espermatozoides resistentes al shock hipoosmético, sin llegar a presentar diferencias
significativas con la capacidad de resistencia mostrada por espermatozoides procedentes de
animales mayores, de 26 y 30 meses, recolectados en fotoperiodo negativo y positivo
respectivamente, pero sin haber sido conservados en presencia del BHT. De hecho, este
efecto beneficioso del antioxidante se repitié cuando los espermatozoides procedentes de
animales de 26 meses y recolectados en época favorable fueron conservados con BHT,

presentando valores marcadamente superiores al resto de edades y tratamientos estudiados.

Por lo que hace referencia al porcentaje de motilidad total y progresiva, la edad del

donante no produjo un efecto en los valores observados en espermatozoides conservados en
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ausencia de BHT en el medio, no apreciandose diferencias significativas entre ellos. En
cambio, la adicion del antioxidante volvio a producir un aumento en los valores de estos
parametros cinéticos respecto a los conservados sin BHT, como se observa especialmente
en el caso de espermatozoides colectados en otofio de animales de 26 meses, los cuales
tampoco difirieron de los obtenidos en espermatozoides colectados en primavera y a la

edad 18 meses de los donantes, también en presencia de BHT.

Tabla 1.2. Efecto de la edad del donante, fotoperiodo y presencia de antioxidante BHT en
el medio sobre la viabilidad, resistencia osmética (HOST) y pardmetros cinéticos de los

espermatozoides refrigerados de moruecos (media * se, n=6).

sin antioxidante con antioxidante

Edad/época 14(-) 18(+) 26(-) 30(+) 14(-)BHT  18(+)BHT  26(-)BHT

Viabilidad(os) ~52.6+4.9° 72.2415 76.943.0  79.3+1.3"%  562+0.7°  80.3+1.5°  85.4+1.4°
HOST (%) 25.7+0.5% 30.4+2.0° 49.4+3.1° 49.6+2.0° 28.5+0.9°  457+34>  61.243.4°
MT (%) 78.4+1.4% 81.7+15%  77.8+1.6° 81.7+41.1%  83.1+21°  88.6+1.1°  89.3x1.6°
MP (%) 40.6+2.3°  39.6+0.9°  41.5+0.9"  33.8+3.6° 45.1+0.9°  47.1#1.7° 53.8+43.3°
VCL (umis) 102.1+#3.2™  74.3+1.8° 103.2+4.4°  111.8+4.1% 1124432 97.0+4.9°  117.4+4.6°
VSL (umis) 40.0+1.9% 46.9+3.8% 63.1+2.6™  67.3%x45°  46.3+35% 593431  70.1+1.9°

VAP (umfis)  51.1#2.3 56.3+1.8° 83.9+4.2° 92.3+4.8° 68.8+1.8°  74.2426"  87.5+16°

LIN (%) 41.8£2.7° 57.6+3.3° 57.4+0.5° 59.4+2.4%  489+1.4°  65.8+1.9°  62.1+1.6%
STR (%) 61.8+1.3% 70.8+0.9° 76.8+0.9° 71.4+1.6° 68.0£15"  81.8+1.3Y  81.7+0.6"
ALH(um) 4.440.3° 3.10.2° 3.940.2° 3.30.1° 4540.2° 2.9+0.1*  3.240.2°

BCF (H2) 7.240.2° 11.4+0.5° 11.4+0.5° 9.040.7° 7.6+0.7° 10.5+0.5°  10.5+0.4°

aDiferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (14(-): 14 meses de edad en
fotoperiodo negativo, 18(+): 18 meses de edad en fotoperiodo positivo, 26(-): 26 meses de edad en fotoperiodo negativo,
30(+): 30 meses de edad en fotoperiodo positivo, 14(-)BHT: 14 meses de edad en fotoperiodo negativo y BHT en el
medio, 18(+)BHT: 18 meses de edad en fotoperiodo positivo y BHT en el medio, 26(-)BHT: 26 meses de edad en
fotoperiodo negativo y BHT en el medio). MT: motilidad total, MP: motilidad progresiva, VCL.: velocidad curvilinea,
VSL: velocidad rectilinea, VAP: velocidad media, LIN: indice de linealidad, STR: indice de rectitud, ALH: amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batida. Numero de espermatozoides =15,350

En cuanto a la velocidad curvilinea (VCL), no se observa un claro efecto ni de la
edad, ni de la época de afio ni tampoco de la adicion del antioxidante en el medio,

observandose los valores mas bajos en los espermatozoides refrigerados procedentes de
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animales de 18 meses colectados en primavera y los superiores en los recolectados en otofio
a partir de individuos de 26 meses de edad y conservados en presencia de BHT. Sin
embargo, en cuanto a otros parametros cinéticos como la velocidad rectilinea (VSL), la
media (VAP), el indice de linealidad y de rectitud parece existir una cierta tendencia a
aumentar a medida que aumenta la edad del donante sin un marcado efecto de la época del
afio cuando son conservados en ausencia de BHT. Asimismo, al afiadir el antioxidante en el
medio de conservacion, esta tendencia del efecto de la edad se sigue manteniendo,
incrementando de forma significativa los valores respecto a los obtenidos en ausencia del
BHT. Por otro lado, la frecuencia de batido (BCF) no parece mostrar un patron semejante
tan evidente a lo anteriormente descrito, a pesar de que si se observan los valores mas bajos
en los espermatozoides refrigerados procedente de los animales mas jovenes (14 meses)
con o sin la adicion del antioxidante, mientras que respecto a la amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza (ALH), estos mismos espermatozoides presentaron los

valores superiores en relacion al resto de tratamientos.

Una tendencia similar a lo ocurrido tras la refrigeracion, se pudo apreciar una vez
analizadas las muestras descongeladas (Tabla 1.3.), aunque en este caso, observamos un
incremento de la viabilidad espermaética post-descongelacion a medida que aumenta la edad
de los donantes de semen, estabilizdndose una vez los animales han alcanzado los 26 meses
de edad. Incremento que, a su vez, fue mayor en el caso de adicionar BHT en el medio de
criconservacion. Respecto a la motilidad total y progresiva tras la descongelacion no se
observaron diferencias significativas debidas a la edad del donante, apreciandose s6lo un
incremento significativo cuando se adiciond6 BHT en el medio y una vez los donantes

habian alcanzado los 18 meses de edad.

También en los parametros descriptores de velocidad espermatica parece apreciarse
la tendencia a aumentarse los valores de VCL, VSL y VAP debido al incremento de la
edad, incremento que se acentua al adicionar antioxidante en el medio, siempre que los
donantes de semen sean mayores a los 14 meses. De hecho, este incremento debido a la
edad se hace todavia méas evidente cuando observamos los valores de indice de linealidad y
rectitud obtenidos, aunque no siempre existan diferencias significativas entre los

espermatozoides de distintas edades, como sucede en el caso de los espermatozoides
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conservados en presencia de BHT. Cabe destacar que en el pardmetro de amplitud del
desplazamiento lateral de cabeza no hay diferencias entre espermatozoides procedente de
animales de distintas edades con o sin presencia del antioxidante en el medio, unicamente
se observaron diferencias en aquellos procedentes de animales de 26 meses y recolectados
en otofio que habian sido congelados en presencia de BHT con valores significativamente
superiores a los obtenidos en aquellos procedentes de animales de su misma edad o
menores pero en ausencia del antioxidante. Por otro lado, la frecuencia de batido (BCF)
parece mostrar un patron semejante a lo observado en los refrigerados con los valores méas
bajos en los espermatozoides descongelados procedentes de los animales méas jovenes (14

meses) con o sin la adicion del antioxidante.

Tabla 1.3. Efecto de la edad del donante, fotoperiodo y presencia de antioxidante BHT en
el medio sobre la viabilidad y los parametros cinéticos de los espermatozoides

criopreservados de moruecos (media £ se, n=6)

sin antioxidante con antioxidante

Edad/época 14(-) 18(+) 26(-) 30(+) 14()BHT  18(+)BHT  26(-)BHT

Viabilidad(%) 235+2.2%° 30409  37.242.7% 355+1.0° 26.8+0.8°  40.3+0.9° 46.2+0.6°
MT (%) 31.8#1.5°  28.0+2.9°  345+49%  33.9+1.2° 36.5+2.0°  44.1+3.7° 45.741.1°
MP (%) 18.241.0°  185#3.2*  21.3+x0.9°  20.3+2.6° 23.1+1.7°  29.4%0.7° 29.00.7°
VCL (um/s) 61.643.9° 78.4+25% 765433  92.546.5° 67.842.3°  93.3+1.9° 87.2+1.2%
VSL (um/s) 26.6+3.6°  42.8+1.4%  38.0+2.7°°  48.4+5.2¢ 32.7+43.3°  49.8+1.4° 41.7+2.7%

VAP (pm/s) 40.5+3.8%  55.6+2.0°  48.0+1.8°  64.4+6.0%  43.3+4.6°  66.8+0.5° 54.5+1.4%

LIN (%) 42.8+2.8%  49.3+2.2®  47.6+23" 518428  50.7+2.9° 57.6+0.7° 52.6+0.8"
STR (%) 64.7+3.6°  67.4+2.3% 734423 729424  69.2+2.4"  77.6+0.8% 80.3+1.0°
ALH (um) 3.0+0.2°  3.1+0.2° 3.040.1°  3.3x0.1% 35+0.3°  3.4+01%® 3.8+0.1°

BCF (Hz) 5.1+0.6°  10.5+0.4%  10.6+0.5°  8.3+0.3° 7.0+0.1° 10.8+0.3¢ 10.0+0.7°

aDiferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (14(-): 14 meses de edad en
fotoperiodo negativo, 18(+): 18 meses de edad en fotoperiodo positivo, 26(-): 26 meses de edad en fotoperiodo negativo,
30(+): 30 meses de edad en fotoperiodo positivo, 14(-)BHT: 14 meses de edad en fotoperiodo negativo y BHT en el
medio, 18(+)BHT: 18 meses de edad en fotoperiodo positivo y BHT en el medio, 26(-)BHT: 26 meses de edad en
fotoperiodo negativo y BHT en el medio). MT: motilidad total, MP: motilidad progresiva, VCL.: velocidad curvilinea,
VSL: velocidad rectilinea, VAP: velocidad media, LIN: indice de linealidad, STR: indice de rectitud, ALH: amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batida. Numero de espermatozoides =5,485

174



Al hacer la comparacion de las medidas morfométricas obtenidas mediante el ISAS
de los espermatozoides en fresco y descongelados, en las diferentes muestras seminales, no
se observo ningun efecto sobre la forma de la cabeza, pero si sobre sus dimensiones (Tabla
1.4.). Concretamente se observo que las dimensiones de la cabeza (ancho, area y perimetro)
de los espermatozoides criopreservados procedentes de animales de 14 y 18 meses de edad,
fueron significativamente inferiores a las obtenidas en el resto de muestras descongeladas
obtenidas a partir de animales de 26 meses de edad y de los espermatozoides frescos de
animales de las cuatro edades testadas, independientemente de la presencia o no del BHT.
Algo similar pudo observarse en el caso de la longitud de la cabeza de los espermatozoides,
a excepcion de que se observo una superioridad significativa en este parametro en los
espermatozoides descongelados procedentes de individuos de 26 y 30 meses y los
espermatozoides frescos de animales de las 4 edades, respecto a la longitud presentada por
los espermatozoides descongelados procedentes de machos mas jovenes pero conservados
en presencia del antioxidante. Destacar que no hubo ningun efecto de la edad de los

donantes ni en la forma ni en las dimensiones de la cabeza de los espermatozoides frescos.

Por lo que hace referencia al efecto del antioxidante en las dimensiones de la cabeza
de los espermatozoides descongelados en los tratamientos no se observaron diferencias
significativas cuando se compara espermatozoides conservados con o sin antioxidante
procedentes de animales de la misma edad, Unicamente se observé un incremento
significativo del ancho de la cabeza cuando comparamos espermatozoides de animales de
26 meses que habian sido conservados con el antioxidante.

Respecto a los parametros de forma de la cabeza de los espermatozoides, como se ha
mencionado anteriormente, no se apreciaron diferencias entre frescos y descongelados ni
entre los distintas edades testadas, siendo los valores medios de elipticidad de 1.8 £ 0.0, de
elongacion de 0.3 £ 0.0, de rugosidad de 0.8 + 0.0 y de regularidad de 0.9 + 0.0.
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Tabla 1.4. Efecto de la edad del donante, fotoperiodo y presencia de antioxidante BHT en
el medio sobre los parametros morfomeétricos de dimension de cabeza de espermatozoides

frescos y criopreservados de moruecos (media * es, n=6).

Edad/época Longitud (um) Ancho (um) Area (um?) Perimetro (um)
F14(-) 8.5+0.0° 5.0+0.0° 34.9+0.2° 23.9+0.1¢
F18(+) 8.5+0.0° 5.040.0° 35.3+0.5° 24.1+0.2°
F26(-) 8.50.0° 5.0+0.0° 35.040.2° 24.0+0.1°
F30(+) 8.5+0.0° 5.1+0.0° 35.7+0.1° 24.2+0.1°
14(-) 8.4+0.0% 4.8+0.0° 33.740.2° 23.2+0.1%
18(+) 8.4+0.0° 4.8+0.0° 33.40.2° 23.3+0.1%
26(-) 8.5+0.0° 4.9+0.0° 34.9+0.2° 23.740.1°
30(+) 8.5+0.0° 5.0+0.0° 35.3+0.2° 23.70.1°
14(-)BHT 8.3+0.0° 4.8+0.0° 33.020.2° 23.0+0.1%
18(+)BHT 8.30.0° 4.8+0.0° 33.440.4° 23.0+0.1%
26(-)BHT 8.5+0.0° 5.0+0.0° 35.0+0.2° 23.6+0.1%

a0 Diferentes letras en la misma columna representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (F14(-):
semen fresco de 14 meses de edad en fotoperiodo negativo, F18(+): semen freso de 18 meses de edad en fotoperiodo
positivo, F26(-): semen fresco de 26 meses de edad en fotoperiodo negativo, F30(+): semen fresco de 30 meses de edad
en fotoperiodo positivo, 14(-): 14 meses de edad en fotoperiodo negativo, 18(+): 18 meses de edad en fotoperiodo
positivo, 26(-): 26 meses de edad en fotoperiodo negativo, 30(+): 30 meses de edad en fotoperiodo positivo, 14(-)BHT:
14 meses de edad en fotoperiodo negativo y BHT en el medio, 18(+)BHT: 18 meses de edad en fotoperiodo positivo y
BHT en el medio, 26(-)BHT: 26 meses de edad en fotoperiodo negativo y BHT en el medio).

Experimento 2. Efecto de los implantes de melatonina, edad del donante y presencia
de antioxidantes (butil hidroxitolueno vs melatonina) en el diluyente sobre la

criopreservacion del semen de morueco en primavera.

Tras el analisis inicial de la mezcla de eyaculados en cada uno de los grupos de
machos de 18 0 30 meses de edad con o sin implante de melatonina (Tabla 2.1.) no se
apreciaron diferencias significativas en los parametros de volumen de eyaculado, motilidad
masal, viabilidad, integridad del acrosoma y anormalidades espermaticas ni por efecto de la
edad ni por el hecho de habérseles aplicado o no implantes de melatonina. En cambio, la
concentracion espermatica fue significativamente superior tanto en los animales de mayor

edad, como a su vez en los grupos de animales con implante de melatonina. También la
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integridad funcional de la membrana espermatica o resistencia osmética (HOST) fue
significativamente superior en animales de mayor edad, apreciandose Unicamente un efecto
beneficioso de la aplicacion de los implantes de melatonina en aquellos animales de mayor
edad (30 meses).

Tabla 2.1. Parametros de calidad del semen fresco de moruecos de 18 y 30 meses de edad,

con o sin implantes de melatonina en primavera.

Edad del donante 18 meses 30 meses

Implantes sin con sin con
Volumen (ml) 0.9+0.1 1.1+0.1 1.2+0.2 1.2+0.2
Motilidad masal 2.5+0.2 24+0.1 2.9+0.1 2.9+0.2
Viabilidad (%0) 88.7+1.3 90.6+0.9 89.3£1.6 92.3+3.0
HOST (%) 47142 4° 48.4+0.6° 55.7+1.3° 63.9+7.0°
Integridad Acrosomal (%0) 86.4+3.6 89.9+1.7 87.8+2.9 90.1+1.6
Anormalidades (%0) 25.445.6 23.5+4.9 24.9+£3.2 22.8+4.9
Concentracion (x10%/ml) 3099.8+189.9% 3391+205.3°  3490.2+#201.2° 3825.9+189.2°

¢ Diferentes superindices en la misma fila indican diferencias significativas (p<0.05). Anormalidades
(anormalidades cabeza: alargada, piriforme, amorfa, enana, acrosomas dafiados, anormalidades de la pieza
intermedia: angulada, engrosada, asimétrica, anormalidades de la cola: corto, angulado, enrollado, restos
citoplasmaticos: gota citoplasmatica proximal y distal, etc...)

Tras el andlisis de las distintas suspensiones espermaticas refrigeradas se observé
que la edad de los donantes tuvo un significativo efecto, ya que los valores inferiores de
integridad fisica (viabilidad) y funcionalidad de sus membranas plasmaticas (HOST) se
observaron en aquellos espermatozoides procedentes de animales de 18 meses sin
antioxidante (Tabla 2.1.), independientemente de habérseles aplicado o no implantes de
melatonina. De hecho, tampoco se observaron diferencias debidas a la aplicacién o no de
implantes en animales de 30 meses. En cambio, la adicion de antioxidante, ya fuera BHT o
melatonina, incremento los valores de ambos pardmetros en ambas edades, hasta eliminar
las diferencias observadas debidas a la edad, no apreciandose diferencias entre los
espermatozoides de animales de 18 meses conservados en BHT y lo observado en animales

de 30 meses conservados sin la presencia de antioxidante.
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Tabla 2.2. Efecto de la edad del donante, de la aplicacion de implantes de melatonina y presencia de antioxidantes en el diluyente
sobre la viabilidad, resistencia osmotica (HOST) y pardmetros cinéticos de espermatozoides refrigerados de morueco (media + se,

n=6)

Tratamientos 18m 18m(l) 18m+BHT 18m(l) +BHT 30m 30m(l) 30m+M 30m(1)+M
Viabilidad (%) 72.2415° 70.520.7° 80.3+1.5% 79.240.9°  79.3+1.3" 77.53.1° 82.242.0° 83.4+2.0°
HOST (%) 30.4+2.0% 32.6+3.6° 45.7+3.4% 429456  49.6+2.0 45.1+3.0% 56.4+4.2° 52.3+4.1%
MT (%) 81.7£1.5° 80.0+£3.4° 88.6+1.1° 88.8+1.2° 81.7£1.1° 82.1+2.3° 82.9+1.8% 83.3£2.7%
MP (%) 39.620.9% 40.7+2.3" 47.1+1.7° 46.4+2.4° 33.8+3.6° 32.7+2.1° 35.242.1° 37.34.2°
VCL (umis) 74.3+1.8° 77.546.5° 97.0+4.9° 93.8+1.1°  111.8+4.1° 114.843.2° 115.9+3.3° 132.1+4.9°
VSL(um/s) 46.9+3.8° 46.6+3.9° 59.3+3.1° 61.1+4.3°  67.3+45"  66.1+1.5" 71.142.2% 75.243.6°
VAP (um/s) 56.3+1.8° 58.1+4.8° 74.2+2.6 77.144.1° 92.3+4.8° 91.642.1° 97.4+2.1° 100.5+4.7°
LIN (%) 57.6+3.3% 61.5+4.4% 65.8+1.9" 67.5+2.3° 59.4+2.4® 57.7+1.1° 60.7+0.9%° 60.5+1.2°°
STR (%) 70.8+0.9° 73.8+2.1° 81.8+1.3 84.312.6° 71.4+1.6° 70.8+1.1° 72.1£1.4° 73.1£1.3°
ALH(um) 3.1£0.2 3.640.2 3.0£0.1 3.740.2 3.3:0.1 3.640.2 3.4£0.1 3.740.2
BCF (Hz) 11.440.5° 10.241.3° 10.5£0.5° 10.0£0.6° 7.8+0.2° 7.7£0.4° 7.520.3 7.8+0.3"

2Diferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (18m: 18 meses de edad, 18m(1): 18 meses de edad con Implante, 18m+BHT: 18 meses
y BHT en el diluyente, 18m(I)BHT: 18 meses de edad con Implante y BHT en el diluyente, 30m: 30 meses de edad, 30m(l): 30 meses de edad con implante, 30m+M: 30
meses de edad y melatonina en el diluyente, 30m(I)+M: 30 meses de edad con implante y melatonina en el diluyente). MT: motilidad total, MP: motilidad progresiva, VCL:
velocidad curvilinea, VSL: velocidad rectilinea, VAP: velocidad media, LIN: indice de linealidad, STR: indice de rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la
cabeza, BCF: frecuencia de batida. Numero de espermatozoides =12,689
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Respecto a la motilidad total y progresiva espermatica no se observaron diferencias
entre las distintas edades de los machos, ni tampoco al hecho de llevar implantado o no
melatonina. Sin embargo, la adiciébn de BHT en la conservacion de espermatozoides
procedentes de donantes de 18 meses supuso un incremento significativo en la motilidad
total observada respecto a lo observado en aquellos procedentes de individuos de la misma
edad o mayores, pero conservados en su ausencia. Respecto a la motilidad progresiva
parece existir esta misma tendencia, es decir, la presencia de BHT en los medios de
conservacion de espermatozoides de individuos de 18 meses incrementd la progresividad
de su motilidad, aunque sin llegar a diferenciarse de la de los espermatozoides procedentes
de machos de la misma edad, pero sin BHT en el medio, y si haciéndolo de la motilidad
progresiva observada en espermatozoides de animales mayores (30 meses), a pesar de

haber sido conservados en presencia de melatonina como antioxidante.

En cuanto a los parametros de velocidad, la adicion del BHT en el medio produjo un
incremento significativo de los valores mas bajos observados en los espermatozoides
conservados en animales de menor edad (18 meses con y sin implante de melatonina) sin la
adicion de BHT. Ademas también la edad de los donantes supuso un aumento en estos 3
pardmetros, diferenciandose de todos los valores observados en los individuos mas jovenes
independientemente de la aplicacion o no de implantes de melatonina, salvo alguna
excepcion en el caso de VSL. Destacar que en el caso de los espermatozoides procedente de
donantes de 30 meses, la adicion de melatonina en el medio no supuso ningun incremento
de los valores observados, asi como tampoco en los indices de linealidad y rectitud, donde
la tendencia fue la de mostrar valores significativamente superiores en los espermatozoides
que habian sido conservados en BHT. Donde si existio un marcado efecto de la edad del
donante fue en el pardmetro de frecuencia de batido (BCF), siendo menor en
espermatozoides procedentes de animales de 30 meses, independientemente de la
aplicacion de melatonina o de la suplementacion con antioxidante en el medio de

conservacion.
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Tabla 2.3. Efecto de la edad del donante, de la aplicacion de implantes de melatonina y presencia de antioxidantes en

el diluyente sobre los parametros cinéticos de espermatozoides criopreservados de moruecos (media + se, n=6)

Tratamientos 18m 18m(1) 18m+BHT 18m(D)+BHT 30m 30m(l) 30m+M 30m(l)+M
MT (%) 28.0+2.9°  30.6x0.5° 44.1+3.7° 42.9+1.4° 39.9+1.2° 40.0+3.1° 425452 41,9455
MP (%) 18.5¢3.2*  18.6£1.7° 29.4%0.7° 28.0£2.1° 20.3%2.6° 15.740.9° 19.6+1.5° 21.1£3.1%
VCL(umis) 784%25%  81.8+2.9° 93.9+1.9° 97.3+4.0° 92.5+¢6.5°  82.1+6.8° = 92.8+6.9° = 91.9+51®
VSL(um/s) 428+14  435:13 49.8+1.4 49.9+1.9 48.445.2 48.1+4.5 48.66.5 52.35.4
VAP(um/s) 556:20  56.8+23 66.820.5 64.7+2.6 64.4%6.0 62.746.1 66.8+6.8 69.846.3

LIN (%) 49.3+2.2*  51.3x0.9° 57.6+0.7" 56.5+0.8" 52.8+2.8°  53.1+2.8° 534426 = 543+2.5%
STR (%) 67.4+2.3  68.6x2.3° 77.620.8" 76.7+0.5 729424 70.2+1.9° 72.5+2.1%  71.6+2.0%
ALH@um)  35%02"  33#0.2° 3.6+0.1% 3.4+0.1% 2.720.1° 2.0£0.2° 2.9+0.2° 2.520.1°
BCF(Hz) 10.5£0.4*°  10.7+0.5° 10.840.3° 10.8+0.4° 8.3x0.3" 7.80.7° 7.9+0.3 8.0£0.2°

2Diferentes letras en la misma fila representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (18m: 18 meses de edad, 18m(1): 18 meses de edad con
Implante, 18m+BHT: 18 meses y BHT en el diluyente, 18m(1)BHT: 18 meses de edad con Implante y BHT en el diluyente, 30m: 30 meses de edad, 30m(l): 30
meses de edad con implante, 30m+M: 30 meses de edad y melatonina en el diluyente, 30m(1)+M: 30 meses de edad con implante y melatonina en el diluyente).
MT: motilidad total, MP: motilidad progresiva, VCL.: velocidad curvilinea, VSL.: velocidad rectilinea, VAP: velocidad media, LIN: indice de linealidad, STR:
indice de rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batida. Numero de espermatozoides =7,895
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De hecho, en cuanto al efecto del implante de melatonina, no se observa ningun
efecto significativo en ninguno de los pardmetros analizados de los espermatozoides

refrigerados en animales de las dos edades.

Una vez analizado los distintos parametros cinéticos de los espermatozoides
descongelados (Tabla 2.3.), se observo que ninguno de estos parametros se vio afectado por
la aplicacién de implantes subcutdneos de melatonina, independientemente de la edad o
tratamiento de conservacién. En cambio, la adicion del antioxidante BHT en
espermatozoides de animales de 18 meses incrementd los valores de motilidad total y
progresiva, velocidad curvilinea e indice de linealidad y rectitud respecto a los
espermatozoides procedentes de animales de la misma edad pero sin haber sido
conservados con BHT en el medio, aunque sin observarse diferencias con los valores
obtenidos en espermatozoides procedentes de animales de 30 meses. Unicamente la
motilidad progresiva fue superior significativamente cuando los espermatozoides fueron
conservados en presencia de BHT en el diluyente, parametro que no se vio afectado por la
edad de los donantes ni por la adicion de melatonina en el medio como antioxidante.
Tampoco la velocidad rectilinea ni la media se vieron afectadas por ningun de los factores a
estudio, ya que no se presentaron diferencias significativas entre los distintos tratamientos y
edades. Por el contrario si se observo un significativo descenso de la ALH y BCF en los
espermatozoides de individuos de 30 meses respecto a los de los mas jévenes,

independientemente de haber sido conservados con o sin antioxidante.

El analisis de los distintos pardmetros obtenidos mediante citometria de flujo en las
distintas suspensiones espermaticas sometidas a estudio (Tabla 2.4.) parece indicar que la
adicion del antioxidante BHT en espermatozoides de animales de 18 meses incrementd los
valores de viabilidad respecto a los valores observados en espermatozoides criopreservados
en su ausencia, independientemente de la edad de los donantes y de haber sido conservados
0 no con melatonina. No obstante, los espermatozoides procedentes de machos de 30 meses
presentaron valores de viabilidad superiores a la de los mas jovenes conservados sin BHT,
aungue esta superioridad debida a la edad desaparecié cuando se analizd Unicamente el

porcentaje de células viables con acrosoma intacto y con actividad mitocondrial, difiriendo
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de forma significativa y positiva aquellos espermatozoides conservados en BHT,
independientemente si el donante habia sido implantado con melatonina o no. De hecho, se
puede observar que tanto el porcentaje de vivos con acrosoma dafiado (“criocapacitados™)
como el de espermatozoides viables con baja actividad mitocondrial y acrosoma intacto
fueron significativamente mayores en los espermatozoides de animales de 30 meses, sin
afectar el tratamiento utilizado. Por otra parte, la integridad acrosomal fue también
significativamente superior en aguellos espermatozoides conservados en BHT que en el
resto de tratamientos. De hecho, la adiccion de melatonina como antioxidante en los medios
de criopreservacion no mejor6 ningun parametro de calidad espermatica evaluada, asi como

tampoco el implante de melatonina en los machos.

Tabla 2.4. Efecto de la edad del donante, de la aplicacion de implantes de melatonina y
presencia de antioxidantes en el diluyente sobre la viabilidad, actividad mitocondrial y
estado del acrosoma de los espermatozoides criopreservados de moruecos (media * se,
n=6)

Integridad  Criocapacita

Tratamient. Viabilidad VAI VAD VSI VSD
Acrosomal dos

18m 30.4+0.9% 27.7+¢1.1%  1.3+0.7%  1.440.4* 0.0£0.0°  49.3+15™ 1.3+0.4%
18m(1) 29.1#0.5° 25.3+1.9°  1.7+0.8°  1.9+0.8° 0.240.1°  48.0+2.1™ 1.940.5%
18m+BHT 40.3+0.9° 39.0+1.0°  0.3#0.1°  1.0#0.3* 0.0+0.0*  63.5x3.0° 0.30.1°
18m(1)+BHT 38.240.5° 36.8+0.3°  0.2#0.0° 1.1#0.3* 0.1#0.1°  61.5x2.1° 0.3+0.1°
30m 35.5+1.0° 27.6+1.6°  2.7+05° 46409 0.7+0.1° 51.242.1" 3.40.3°
30m(1) 33.9+1.4° 25.9+1.6°  2.7404°  45+0.8° 0.8+0.4"  49.3+2.7™ 3.5+0.6°
30m+M 33.1#1.3° 25.7+¢1.9°  24#05°  42+#07° 0820.3"  44.9+21° 3.240.4°
30m(1)+M 35.0+1.0° 27.4+1.0° 2405  47+04° 05+0.1° 50.4#2.2% 2.840.3"

a9Djferentes letras en la misma columna representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (18m: 18
meses de edad, 18m(l): 18 meses de edad con Implante, 18m+BHT: 18 meses y BHT en el diluyente, 18m(I)BHT: 18
meses de edad con Implante y BHT en el diluyente, 30m: 30 meses de edad, 30m(l): 30 meses de edad con implante,
30m+M: 30 meses de edad y melatonina en el diluyente, 30m(1)+M: 30 meses de edad con implante y melatonina en el
diluyente) VAI: vivos con actividad mitocondrial y acrosoma intacta, VAD: vivos con actividad mitocondrial y con
acrosoma dafiado, VSI: vivos sin actividad mitocondrial y acrosoma intacto, VSD: vivos sin actividad mitocondrial y con
acrosoma dafiado, Integridad Acrosomica: vivos y muertos con integridad acrosomal, Criocapacitados: vivos con
acrosoma dafiado.
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Respecto a la capacidad de resistencia osmatica tras la descongelacion (Tabla 2.5.),
se aprecian de nuevo valores inferiores en la funcionalidad de las membranas plasmaticas
de los espermatozoides congelados en ausencia de BHT y procedentes de machos de menor
edad. Por otra parte, la integridad acrosomal fue también significativamente superior en
aquellos espermatozoides conservados en BHT. Sin embargo, al someter los
espermatozoides descongelados al shock osmotico, se observa un ligero efecto significativo
de la presencia de melatonina en el medio cuando se congelan espermatozoides de animales
de 30 meses, incrementando el porcentaje de espermatozoides viables con actividad
mitocondrial y acrosoma intacto respecto a los conservados en ausencia de antioxidante,
BHT o melatonina, e independientemente de la edad del semental. Destacar que aquellos
espermatozoides conservados en BHT de animales de 18 meses presentaron la incidencia

mas baja de espermatozoides viables con baja actividad mitocondrial o acrosoma dafiado.

Tabla 2.5. Efecto de la edad del donante, de la aplicacion de implantes de melatonina y
presencia de antioxidantes en el diluyente sobre la resistencia osmotica tras el HOST de los

espermatozoides criopreservados de moruecos (media + se, N=6)

. - Integridad  criocapacit
Tratamientos Viabilidad VAI VAD VSI VSD

Acrosomal ados
18m 27.4+11°  175:17° 58408  36:13°  05:03  383t34° 6306
18m(l) 253+0.8°  152+#1.0° 55:05%°  42+0.7°  05+02  32.8+4.8 6.0£0.4”
18m+BHT 37.7+1.0°  34.2+1.7°  15+0.3° 1.740.3 0.30.2 51.7+2.9° 1.840.3°
18m(1)+BHT 36.6+0.8°  33.0+1.4°  1.8+05° 1.540.3 03:01  538+32° 2.120.3°
30m 30.9+1.3°  17.0#1.6*  7.0#1.4°  63%1.1°  05:01  39.7#5.0° 7.5+0.8"
30m(l) 31.8+1.4°  151#1.7*  851.9° 7.940.2° 03+0.1  38.7+1.2° 8.8+1.0°
30m+M 32.6+0.9°  23.0£1.2° 52405 3.720.3° 0.740.2 39.0+2.4° 5.9+0.4°
30m(1)+M 325+1.6°  23.2+#16°  51+0.9° 3.620.3" 0602 41013 5.70.6"

a9 Diferentes letras en la misma columna representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (18m: 18
meses de edad, 18m(l): 18 meses de edad con Implante, 18m+BHT: 18 meses y BHT en el diluyente, 18m(1)BHT: 18
meses de edad con Implante y BHT en el diluyente, 30m: 30 meses de edad, 30m(l): 30 meses de edad con implante,
30m+M: 30 meses de edad y melatonina en el diluyente, 30m(1)+M: 30 meses de edad con implante y melatonina en el
diluyente). VAI: vivos con actividad mitocondrial y acrosoma intacta, VAD: vivos con actividad mitocondrial y con
acrosoma dafiado, VSI: vivos sin actividad mitocondrial y acrosoma intacto, VSD: vivos sin actividad mitocondrial y con
acrosoma dafiado, Integridad Acrosomal: vivos y muertos con integridad acrosomal, Criocapacitados: vivos con
acrosoma dafiado.
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Los morfometria de la cabeza entre espermatozoides frescos y descongelados fue
similar en la forma, pero no, en sus dimensiones (Tabla 2.6.). De hecho, no se observaron
diferencias significativas en las dimensiones de la cabeza de los espermatozoides frescos
debidas a la edad o de la aplicacion de los implantes, aungue si entre las dimensiones de los
espermatozoides frescos (18 y 30 meses) con los descongelados procedentes de los
animales mas jovenes, independientemente de estar conservados o no con BHT. En cambio,
los espermatozoides descongelados de los animales de mayor edad (con o sin implante de
melatonina) y en ausencia de antioxidante (melatonina) en el medio de congelacién no
difirieron de las dimensiones de los frescos en ninguno de los parametros excepto el

perimetro, mientras que el resto de tratamientos no presentaron diferencias entre ellos.

Tabla 2.6. Efecto de la edad, implante de melatonina y antioxidantes en la morfometria de
la cabeza de espermatozoides frescos y criopreservados de moruecos (media £ es).

Tratamientos Longitud (um) Ancho (um) Area (um?) Perimetro (um)
F18m 8.5+0.0° 5.0£0.0° 35.3+0.5" 24.10.2°
F18m(1) 8.5+0.0° 5.0+0.0° 35.440.5" 24.1+0.1°
F30m 8.5+0.0° 5.0+0.0° 35.740.3" 24.2+0.1°
F30m(l) 8.5+0.0° 5.1+0.0° 35.5+0.2° 24.10.2°
18m 8.4+0.0° 4.8+0.0% 33.4+0.2° 23.1+0.1%
18m(l) 8.3+0.1° 4.8+0.1° 33.8+0.7° 23.0+0.1°
18m+BHT 8.3+0.0° 4.8+0.0% 33.420.4% 23.0+0.1°
18m(1)+BHT 8.2+0.0° 4.8+0.0% 32.6+0.3% 23.0+0.1%
30m 8.5+0.0° 5.0+0.0° 35.3+0.2" 23.740.1°
30m(l) 8.5+0.0° 5.0+0.0° 35.4+0.3" 23.7+0.1°
30m+M 8.3+0.0° 4.8+0.0% 32.8+0.2% 22.8+0.1%
30m(1)+M 8.4+0.0° 4.8+0.0% 33.3+0.4% 23.0+0.1%

*IDjferentes letras en la misma columna representan diferencias significativas (P<0.001) entre tratamientos (F18m:
semen fresco de 18 meses de edad, F18m(l): semen fresco de 18 meses de edad con implante, F30m: semen fresco de 30
meses de edad, F30m(l): semen fresco de 30 meses de edad con implante, 18m: 18 meses de edad, 18m(l): 18 meses de
edad con Implante, 18m+BHT: 18 meses y BHT en el diluyente, 18m(I)BHT: 18 meses de edad con Implante y BHT en
el diluyente, 30m: 30 meses de edad, 30m(l): 30 meses de edad con implante, 30m+M: 30 meses de edad y melatonina en
el diluyente, 30m(1)+M: 30 meses de edad con implante y melatonina en el diluyente).
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Respecto a los pardmetros de forma de la cabeza de los espermatozoides, como se
ha mencionado anteriormente, no se apreciaron diferencias entre frescos y descongelados
entre las dos edades testadas en los distintos tratamientos, siendo los valores medios de
elipticidad de 1.8 + 0.0, de elongacién de 0.3 + 0.0, de rugosidad de 0.8 + 0.0 y de
regularidad de 0.9 + 0.0.

Experimento 3. Efecto del individuo en la criopreservacion del semen de moruecos

Teniendo en cuenta el reducido nimero de individuos (4) en cada una de las razas,
el analisis inicial del semen fresco de los moruecos utilizados en las distintas experiencias
gue componen el presente trabajo indicé los siguientes valores medios + error standard para
la raza Xisqueta y Aranesa, respectivamente, de volumen de eyaculadode 1.2 +0.1vs 1.3 +
0.1 mL, motilidad masal 2.8 £ 0.6 vs 2.7 + 0.5, anormalidades espermaticas de 21.6 + 4.3 vs
30.3 £ 7.7 %, viabilidad estimada por E/N de 81.9 + 2.9 vs 78.6 £ 5.1 %, integridad del
acrosoma de 83.6 £ 4.3 vs 85.6 + 6.4 %, integridad funcional de sus membranas tras la
prueba de HOST de 60.5 + 6.5 vs 67.8 + 5.6 % y una concentracion espermatica de 3341.9
+ 306.7 vs 3627.8 = 287.1 millones de espermatozoides/mL, sin observar diferencias

significativas en los diferentes parametros evaluados entre las dos razas.

En cuanto al factor individuo sobre la calidad del semen fresco, independientemente
de la raza a la que pertenezca, no se observaron diferencias significativas en los valores de
motilidad masal, viabilidad, integridad acrosomal e integridad funcional de sus membranas
tras la prueba de HOST entre machos (Tabla 3.1.). Asimismo, al comparar los valores de
volumen del eyaculado, solamente los machos 71 y 81 proporcionaron eyaculados de
volumen significativamente superior al resto de machos. Igualmente los porcentajes de
anormalidades de los espermatozoides del macho 71 fueron inferiores a los machos 76 y
81, sin diferenciarse de los valores presentados por el resto de machos. En lo que respecta a
la concentracion espermatica, se observan tres categorias, los valores mas bajos en el semen
de los machos 76 y 80, los intermedios en el resto de machos, mientras que el superior se
observo en el macho 81.
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Tabla 3.1. Caracteristicas seminales del semen fresco de los moruecos utilizados en los
distintos experimentos que conforman esta tesis (media + es.)

Machos Volumen Motilidad  Concentracion  Viabilidad Integridad Formas HOST
(ml) masal (n x 10%/ml) (%) Acrosomal  Anormales (%)
(%) (%)
70 (X) 1.2+0.2% 3.0+0.7 3552.5+208.3" 87.3+2.5 90.7+2.6 13.6+3.9% 66.9+4.2
71 (X) 1.7+0.1° 2.7£0.6 3497.8+281.6™ 85.6+1.9 82.5+2.4 11.8+2.8° 51.3+10.1

74(X)  09$0.1°  25:05  3239.8+#380.1  80.335 88.5+1.8  18.8+2.3%  71.242.3
76 (X)  0.9+0.1°  2.8+05  3077.5:356.6°  74.243.6  72.8+102  432+9.8° 52494
78(A)  09#0.1°  3.0:05  3685.3%209.5°  78.8+4.8 853112  18.2+4.9® 68465

79 (A) 1.0+0.1°% 3.0+0.4 3745.8+324.5® 78.8+5.0 87.5+4.3 32.149.1® 64.9+6.5
80 (A) 1.1+0.1°% 2.3+0.3 3113.5345.9° 81.0+4.1 86.7+4.2 26.746.1% 69.745.7
81 (A) 2.0£0.1° 2.6+0.6 3966.5+268.5° 75.6+6.3 83.0+5.8 44.3+10.5° 68.3+3.8

&b Distinto superindice dentro de una misma columna indica diferencias (p<0.05). Formas Anormales (anormalidades en
cabeza, acrosomas, pieza intermedia y cola, gotas citoplasmaticas, etc...). (X): raza Xisqueta; (A): de raza Aranesa.

Tras la refrigeracion, no se observaron diferencias significativas entre individuos en
la viabilidad, resistencia osmotica (HOST) y pardmetros cinéticos, excepto la superior

linealidad de los espermatozoides de los machos 70y 74 (Tabla 3.2.).

Tabla 3.2. Efecto del macho sobre la calidad seminal tras la refrigeracion (media * se, n=6)

Individuos 70 71 74 76 78 79 80 81

Viabilidad ~ 83.3x1.3  76.9+1.2 78.6+2.6 746438 71.6#45 75834 83.3x1.3 70.4#6.2
HOST (%) 57.3+1.3  50.9+12 52.6+2.6  48.6+3.8 45645  49.8+34 57.3+1.3 44.446.2
MT (%) 77.0458  69.6+2.3  67.3#6.3 54.7+3.1  64.6241  61.8453  73.14#6.2 59.9+59
MP (%) 35.843.2 284432 332421  30.4#1.2 332423  31.1#35 39.64#54  30.6+2.0
VCL(um/s) 1065439 102.8+4.5 96.5+2.7 916439 106.6+6.2 857456  99.9#51 103.45.9
VSL(um/s)  60.5+2.2  55.9+4.4  56.9+3.8  565+4.1  54.4+38  47.3+39  535+7.1 50.4#3.7
VAP(Um/s) 821435  78.8+4.1 758443  73.4+47  73.6+43  62.8454  72.9+65 79.9+54
LIN (%) 72.9+52% 53.6+2.5° 74.5+3.2% 58.6+25" 50.6+2.6° 53.8+2.7° 53.6+5.1° 55.9+1.6°
STR (%) 69.945.1  69.5+1.9 737421  73.0£1.7 72127 724424 T17#3.7 72.2+05
ALH(um) 3.540.1 3.4#02  3.0£0.2 2.940.2 3.740.2 29402 34201  3.4#0.2

BCF (Hz) 9.4+0.5 9.3+0.6 9.5+0.8 8.0+0.3 10.6+0.7 9.1+0.6 10.3+0.9 8.8+0.7

a4 Diferentes letras en la misma fila representan diferencias significativas (P<0.001) entre moruecos. MT: motilidad total,
MP: motilidad progresiva, VCL: velocidad curvilinea, VSL: velocidad rectilinea, VAP: velocidad media, LIN: indice de
linealidad, STR: indice de rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batida.
Numero de espermatozoides = 5,626
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Sin embargo, contrariamente a lo observado tras la refrigeracion, al comparar los
valores de los distintos pardmetros cinéticos analizados mediante el sistema ISAS tras la
congelacion-descongelacion de los espermatozoides de los distintos machos sometidos a
estudio (Tabla 3.3.), si se observaron diferencias significativas entre individuos en la
mayoria de los parametros, a excepcién del ALH y BFC donde no se aprecié ningun efecto
debido al individuo. Asi, se encontraron machos (76 y 81), cuyos espermatozoides
descongelados presentaron, generalmente, los valores mas bajos en todos los parametros
cinéticos, mientras que otros machos (70, 74 y 78) presentaron los valores superiores,
quedando un tercer grupo de machos (71, 79 y 80) que presentaron valores intermedios.

Tabla 3.3. Efecto del individuo sobre los parametros cinéticos de espermatozoides ovinos

congelados-descongelados (media £ se, n=6).

Individuos 70 71 74 76 78 79 80 81
MT (%) 47.6+5.6° 37.3+1.3° 485+1.5° 250+25° 49.2+0.8%° 43.7+57® 38.4+15° 27.6+3.4°
MP (%) 27.7+05°  19.6+1.0° 29.1+0.8° 15.2+0.7° 28.7+1.2° 20.3+0.6° 21.3+0.8°  16.8+0.6°

VCL(um/s)  98.9+1.9° 90.2+6.2 94.5+8.3® 78.4+9.8° 94.1+3.7%® 915+8.7® 915+3.9% 81.0+5.6%
VSL (um/fs)  57.7+#5.6%  49.0+2.2 57.1+4.8° 367456 58.3+4.3% 44.2+48" 39.8+3.1° 38.5+2.2°
VAP (um/s)  69.8+6.7%  62.4+15% 70.4+6.1° 49.9+3.1° 72.1+2.8° 61.6+6.0° 53.9+3.3" 48.1+2.3°
LIN (%) 60.9+2.2%  48.4+2.4° 61.6+1.1*° 458+2.8° 62.4+1.0° 48.4+1.3° 49.1+2.1° 49.4+3.3°
STR (%) 79.9+1.6° 69.742.4° 80.9+0.7*  69.9+2.0° 81.1+2.1° 69.7#3.1° 69.241.8" 67.3+3.1°
ALH (um)  3.6%0.2 3.720.2 3.320.2 3.3x0.3 3.640.1 3.120.3 3.240.3 3.740.2

BCF (Hz) 7.8+0.6 8.2+0.2 9.1+0.7 9.1+0.7 7.9+0.7 8.1+0.8 8.0+0.7 7.0+0.3

a9 Diferentes letras en la misma fila representan diferencias significativas (P<0.001) entre moruecos. MT: motilidad total,
MP: motilidad progresiva, VCL.: velocidad curvilinea, VSL.: velocidad rectilinea, VAP: velocidad media, LIN: indice de
linealidad, STR: indice de rectitud, ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, BCF: frecuencia de batida.
Numero de espermatozoides = 2,816

El analisis de los parametros obtenidos mediante citometria de flujo (Tabla 3.4.) nos
confirmd lo que el andlisis de motilidad por ISAS parecia indicar en el sentido de observar
3 grupos de sementales: buenos, regulares y malos congeladores, en esta ocasion, en
funcién de los porcentajes de viabilidad, actividad mitocondrial e integridad del acrosoma
tras la descongelacion. De nuevo, los machos 76 y 81(malos congeladores) presentaron los

valores mas bajos, los superiores se observaron en los espermatozoides criopreservados de
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los machos 70, 74 y 78, (buenos congeladores), mientras que el resto presentaron valores
medios (regulares congeladores), con diferencias significativas mas marcadas en estas tres
categorias 0 grupos. Respecto al porcentaje de espermatozoides vivos con actividad
mitocondrial y acrosomas dafiados (posible “criocapacitacién”), los valores presentados por
los espermatozoides del macho 76 fueron significativamente superiores al resto de machos.
Asimismo, este mismo macho (76), junto con el macho 78, presentaron porcentajes
significativamente superiores de espermatozoides vivos con acrosoma intacto pero baja

actividad mitocondrial, a excepcion del macho 71 que no se diferencio significativamente.

Tabla.3.4. Efecto del individuo en la viabilidad espermatica, integridad acrosomal y

actividad mitocondrial en espermatozoides descongelados de moruecos (media * se, n=6).

Individuo  Viabilidad VAI VAD Vsl VSD X‘thgsrgﬂ]a;
70 42.5+0.9° 415+0.8°  0.4#0.1° 0.60.1° 0.0£0.0 71.6+2.1
71 32.9+0.4° 31.740.5°  0.4#0.2° 0.8+0.3* 0.020.0 59.3+1.8"
74 43.2+1.3° 421+1.3*  0.640.1° 0.620.1° 0.0£0.0 73.842.3°
76 27.7+0.7° 24.4+06°  1.6+0.1° 1.6+0.2° 0.00.0 51.241.5°
78 43.0+0.9° 40.440.9°  0.8+0.2° 1.440.4° 0.0£0.0 70.142.6°
79 31.741.3° 30.4+¢1.2°  0.5%0.1° 0.740.2° 0.0£0.0 59.1+1.6°
80 33.7£1.0° 325+#1.1°  0.5%0.1° 0.740.2° 0.020.0 62.7+2.1°
81 28.0+0.7° 27.1+0.9°  0.3%0.1° 0.620.2° 0.00.0 49.4+2.2°

aDiferentes letras representan diferencias significativas (P<0.001) entre moruecos. VAI: vivos con actividad
mitocondrial y acrosoma intacta, VAD: vivos con actividad mitocondrial y con acrosoma dafiado, VSI: vivos sin actividad
mitocondrial y acrosoma intacta, VSD: vivos sin actividad mitocondrial y con acrosoma dafiado, Integridad Acrosomal:
Vivos y muertos con integridad acrosomal.

Del mismo modo, en la capacidad de resistencia de los espermatozoides
descongelados al shock hipoosmético (Tabla 3.5.), se aprecia un comportamiento similar en
la integridad de la membrana plasmatica y en el porcentaje de espermatozoides vivos con
actividad mitocondrial alta y acrosomas integros a lo observado antes de someterlos a un
estrés osmotico. Es decir, valores superiores en los machos 70, 74 y 78 (buenos
congeladores), valores intermedios en el resto de machos, mientras que los peores
resultados se observaron siempre en los machos 76 y 81 (malos congeladores). Por lo que

hace referencia a los espermatozoides vivos y acrosomas dafiados (criocapacitacion), se
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aprecian los valores méas bajos en los machos 70 y 74 con respecto al resto de machos, a
excepcion del macho 78 que no presentd diferencias significativas en este parametro.
Asimismo, los valores de los espermatozoides vivos con acrosoma intacto pero sin
actividad mitocondrial fueron inferiores en los machos 70, 74 y 78 que el resto de machos.
Por otra parte, los valores méas bajos de integridad acrosomal se aprecia en los machos 76

y 81 con respecto al resto de machos.

Tabla.3.5. Efecto del individuo en la viabilidad espermatica, integridad acrosomal y
actividad mitocondrial en espermatozoides descongelados de moruecos tras ser incubados

en solucion hipoosmotica (HOST) (media + se, n=6).

Individuo  Viabilidad VA VAD VS VSD Integridad  Criocapacita

Acrosomal dos
70 405+0.6°  38.1+0.6°  0.9+0.0°  1.3%0.1° 0.240.0° 69.8+2.8° 1.120.0°
71 31.3:t0.7°  27.0:0.5°  1.74#04°  23%0.2 0.3£0.0° 59.8+3.8° 2.0£0.2°
74 413+1.1°  30.1+1.0°  0.6+0.1°  1.4+0.1° 0.2+0.0° 68.5+3.0° 0.8£0.2"
76 225+1.1°  17.9:0.9°  18:0.1° 2403 0.4+0.0° 46.0+3.8° 2.240.0°
78 420+1.3°  3024¢12°  10+0.0°  1.440.1° 0.4+0.0° 68.3+3.4° 14£0.1%
79 200+05°  255:07°  18:0.1° 2403 0.3+0.0° 59.2+4.6" 2.120.0°
80 31.3£0.6°  27.3+0.5° 1.720.1° 2.020.1° 0.3+0.0° 65.8+3.9° 2.020.1°
81 23.740.9°  19.8+1.4°  1.40.1" 2.240.1° 0.3+0.0° 47.85.4° 1.7¢0.1

a9Diferentes letras en la misma fila representan diferencias significativas (P<0.001) entre moruecos. VAI: vivos con
actividad mitocondrial y acrosoma intacta, VAD: vivos con actividad mitocondrial y con acrosoma dafiado, VSI: vivos sin
actividad mitocondrial y acrosoma intacta, VSD: vivos sin actividad mitocondrial y con acrosoma dafiado, Integridad
Acrosomal: vivos y muertos con integridad acrosomal, Criocapacitados: vivos con acrosoma dafiado.

DISCUSION

El analisis del semen fresco de nuestros donantes nos indica (Experimento 1) que la
calidad seminal inicial aumenta significativamente con la edad, hecho constatado en otras
razas ovinas como en la Romanov (Safiudo y col., 1986), Coriedale, Merino Rambouillet y
Romney Marsh (Martinez y col., 1998), o como en la raza Rasa Aragonesa, donde la
concentracion espermatica a los 9 meses de edad es del 50 al 75 % de la que presentan los

moruecos adultos (Folch, 1984).
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Esta tendencia a presentar una mejor calidad seminal con la edad se aprecié también
tras la refrigeracion y criopreservacion de los espermatozoides con valores superiores en la
viabilidad e integridad funcional de la membrana cuando los donantes eran mayores del8
meses de edad. De hecho, Lymberopoulos y col., (2010) en espermatozoides descongelados
de ovinos de la raza Chios, al comparar moruecos jovenes (1-2 afios) y adultos (4-5 afios)
ya encontraron valores superiores de viabilidad y actividad mitocondrial alta en
espermatozoides procedentes de animales adultos. De igual manera, la edad parece influir
en los pardmetros cinéticos analizados durante la conservacion espermatica. Concretamente
se observo una superioridad debida a la edad en la mayoria de parametros cinéticos de
velocidad y linealidad de las trayectorias espermaticas, lo que sugiere que la edad podria
favorecer la capacidad de resistencia de los espermatozoides a la criopreservacion, como ya

ha sido reportado en ovinos (Wiemer y Ruttle, 1987; Osinowo y col., 1988).

También en espermatozoides de toro, Hallap y col., (2004) indicaron que el
incremento de la edad de 1 a 4 afios estaba acompafiado por una mayor motilidad e
integridad de las membranas plasmatica de los espermatozoides descongelados. Estos
resultados se deben posiblemente a que el tamafio y el peso del parénquima testicular son
pardmetros altamente correlacionados con la produccion y calidad seminal y con la
fertilidad. En moruecos, el volumen de los testiculos aumenta paralelamente al crecimiento
corporal, hasta que éste alcance el pleno estado adulto (Folch, 2000; Beltran de Heredia,
2009; Lymberopoulos y col., 2010), por lo que moruecos de mayor edad producirian mayor
cantidad y calidad de semen que los jovenes, muchos de los cuales no habrian completado
su crecimiento corporal y alcanzado la madurez sexual a la edad de 14 meses como se

observa en nuestro resultados.

Por otra parte, segun los resultados obtenidos en los experimentos 1y 2 del presente
capitulo, el butil hidroxitolueno (BHT) es un compuesto antioxidante que mejora la calidad
de los espermatozoides ovinos durante su conservacién. De hecho, la inclusion de BHT en
los medios de conservacion de espermatozoides de animales de 18 y 26 meses de edad, ya
fuera en el fotoperiodo positivo como en el negativo, mejord los parametros de viabilidad,

integridad funcional de la membrana plasmatica, parametros de velocidad, progresion y
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direccion de la cabeza de los espermatozoides, tanto tras el proceso de refrigeracion como
en la congelacion y descongelacion. Resultados similares han sido reportados por Roca y
col., (2004) en cerdos, ljaz y col., (2008) en bufalos, Kalifa y col., (2008) en cabras e
incluso por Farshad y col., (2010) en moruecos, donde la inclusion de BHT como
antioxidante en los diluyentes de conservacion mejor6 la calidad seminal de los
espermatozoides tras la descongelacion. Sin embargo, el mecanismo exacto por el cual el
butil hidroxitolueno mejora la calidad espermatica no es del todo conocido (Farshad y col.,
2010). Hammerstedt y col., (1976) indica que el BHT es un antioxidante fendlico, que se
incorpora a la membrana plasmaética del espermatozoide disminuyendo la viscosidad de los
lipidos de membrana, reduce los cambios de permeabilidad de la membrana plasmatica del
espermatozoide durante el proceso de criopreservacion, e igualmente previene o reduce la
actividad dafiina de los radicales libres, mediante la conversion de los radicales peroxil a
hidroperdxidos (Aitken y Clarkson, 1987).

Sin embargo, cabe destacar que la inclusion de BHT como antioxidante en los
diluyentes de conservacion en espermatozoides de animales de 14 meses de edad y durante
fotoperiodo negativo, solo mejor6 los valores de los parametros cinéticos de motilidad total,
velocidad media y de progresion tras la refrigeracion de los espermatozoides, asi como la
velocidad rectilinea, de progresion y frecuencia de batido de los espermatozoides
descongelados. Una posible explicacion a estos resultados podria ser que los moruecos de
menor edad producen generalmente semen de peor calidad con espermatozoides
posiblemente mas sensibles a la accion y a la cantidad de ROS presentes, lo que hace
insuficiente el presumible efecto beneficioso del BHT en muchos otros parametros de
calidad observado en espermatozoides procedentes de individuos de mayor edad (Killian y

col., 1989; Lymberopoulos y col., 2010).

Desgraciadamente, el estudio del efecto del fotoperiodo sobre la calidad seminal
inicial y post-conservacion espermatica es dificil de determinar en el presente trabajo, ya
gue no existid la posibilidad de analizar el efecto de fotoperiodos distintos con donantes de
la misma edad. No obstante, tras el analisis del semen fresco (Experimento 1), los

resultados parecen indicar que el fotoperiodo, una vez alcanzada la edad de 18 meses de los
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donantes, no influy6 excesivamente en la viabilidad, integridad del acrosoma, ni morfologia
de los espermatozoides, pero si en la capacidad de resistencia al shock hipoosmotico.
Mientras que se observa una tendencia a presentar una mayor resistencia al shock
hiposomoético de los espermatozoides frescos a medida que aumenta la edad de los
donantes, en el caso de colectar el semen durante el fotoperiodo positivo esta tendencia no
solo desaparece, si no que ademas retrocede. Sin embargo, cuando analizamos los
resultados obtenidos tras la refrigeracion, la capacidad de resistencia al shock hiposomotico
es similar en espermatozoides procedentes de individuos de 26 meses recolectados en otofio
que la registrada en espermatozoides de individuos de 30 meses recolectados en
fotoperiodo positivo. De hecho, entre estos dos grupos de espermatozoides, el fotoperiodo,
teniendo en cuenta la diferencia de edad de los donantes, no parece provocar grandes
diferencias en los parametros estudiados, solamente en algunos de los parametros
descriptores del movimiento como el indice de rectitud, ALH y BCF tras la refrigeracion y
los pardametros de velocidad tras la congelacion. Asi, los resultados obtenidos, donde la
influencia del fotoperiodo es poca, fueron similares a los descritos en otras razas ovinas
como la Leccese (D Alessandro y col., 2001), Churra y Assaf (Mazariego y col., 2010) y
en razas caprinas como la Murciano-Granadina (Roca y col., 1992) o la Florida (Dorado y
col., 2003). Sin embargo, otros autores registraron valores maximos en fotoperiodo
negativo y minimos en positivo en razas como la Latxa en el noroeste de Navarra y Pais
Vasco (Beltran de Heredia, 1995), la Romney Marsh en el sur de Chile (Sepulveda y col.,
2002) o la Dohme Merino en la Patagonia Argentina (Buffoni, 2013), si bien estas
diferencias pueden ser consecuencias de factores raciales, ambientales y geograficos
(Delgadillo y col., 1999; Roca y col., 1991).

De la misma manera, nuestros resultados obtenidos después del refrigerado y
descongelado de las dosis seminales fueron irregulares, no observandose diferencias
significativas en la mayoria de parametros de calidad seminal evaluados en los dos
fotoperiodos y edades en estudio. Resultados similares han sido reportados por Aguado y
col., (1994) en ovinos de la raza Manchega, quienes no observaron diferencias
significativas en la motilidad ni integridad de las membranas acrosomal y plasmatica de

espermatozoides descongelados. Tampoco D Alessandro y col., (2003) en espermatozoides
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descongelados de ovinos de la raza Leccesa encontraron diferencias en la motilidad y
porcentaje de espermatozoides con acrosonas dafiados, aunque si obtuvieron los valores
méas altos de viabilidad en fotoperiodo negativo. Estos escasos cambios debidos al
fotoperiodo encontrados en la calidad espermatica de los moruecos de razas autoctonas de
la peninsula ibérica se deben a que son poco estacionales (Chagas y Silva, 1992; Jordana y
Jordana 1995), como la mayoria de razas en la region mediterranea, las cuales estan sujetas
a un clima moderado y pequefias diferencias entre dias cortos (9 a 10 horas) y dias largos
(14 a 15 horas), lo que condiciona una cierta flexibilidad de la época reproductiva (Forcada
y col., 2000). A pesar de existir estudios que indican menor capacidad fecundante del
semen obtenido en primavera que del colectado en otofio (Colas, 1981; Guerin, 1990), otros
autores reportan tasas de fertilidad similares cuando utilizan semen colectado durante todos

los meses del afio (Hill y col., 1998).

Respecto al segundo experimento, el analisis inicial del semen fresco parece indicar
que la aplicaciéon de implantes de melatonina en los machos mejoré la concentracion
espermatica del semen en las dos edades testadas y la resistencia al shock hipoomético sélo
en espermatozoides de los animales de mayor edad, es decir, de 30 meses. En cambio, ni el
volumen de eyaculado, ni la motilidad masal, ni la integridad acrosomal, ni la morfologia
de los espermatozoides se vieron afectados por la aplicacion de los implantes. De hecho, en
trabajos previos de Bravo y Roy (2003), donde se utilizaron implantes de melatonina en 12
machos de las razas lle France y Merino Precoz, con muestreo semanal durante 4 meses en
estacion no reproductiva, tampoco se encontraron diferencias en volumen del eyaculado,
pero si en la concentracion espermatica a favor del tratamiento de melatonina. Igualmente
Beltran de Heredia (1995), utilizando moruecos de la raza Latxa, encontrd mejoras
significativas en la concentracion espermatica, aunque también en el volumen del
eyaculado con el uso del melatonina. En general, existen varios estudios en diferentes razas
donde revelan que la melatonina administrada en estacion no reproductiva puede mejorar la

calidad del esperma (Chemineau y col., 1992; Garde y col., 1996; Kaya y col., 2000).

Sin embargo, la aplicacion de los implantes de melatonina no parecié mejorar la

calidad del semen una vez refrigerado o descongelado de machos de 18 y 30 meses de
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edad. Resultados contradictorios han sido reportados por Casao y col., (2007) y Kaya y
col., (2000) en moruecos de diferentes razas, donde la aplicacion de implantes de
melatonina mejoro la motilidad e integridad acrosomal tras la descongelacién, mientras que
Romao y col., (2003) en moruecos de la razas Merina Preta y Campanica a los 66 dias
después del implante de melatonina no observaron ninguna diferencia en los parametros de
calidad seminal post-descongelacion, asi como tampoco influyo en la tasa de fertilidad,
cuando se comparé espermatozoides de animales tratados con no tratados. De nuevo, estos
resultados tan dispares, probablemente se deban a que la mayoria de razas mediterraneas
son poco estacionales (Pelletier y col., 2000; Forcada y col., 2000; Azcona y col., 2001).
Por esta razén la mayoria de tratamientos con implante de melatonina en fotoperiodo
positivo no alteran significativamente la calidad del semen en estas localizaciones
geograficas. En cambio, en latitudes mas elevadas, con el tratamiento de melatonina fue
posible mejorar la calidad del semen descongelado (Fiser y Barra, 1984; Fiser y Fairfull,
1983, 1986; Zheltobrjuk y col., 1990, citados por Salamon y Maxwell, 1995; Kaya y col.,
2001), la fertilidad y prolificidad (Palacin y col., 2008).

Por otra parte, también en este segundo experimento 2, se estudid, ademas del
efecto de la edad de los donantes y de la aplicacion de implantes de melatonina, la adicion
de antioxidantes en el medio de conservacion sobre la calidad del semen extraido
unicamente durante el fotoperiodo positivo. Como ya vimos en el primer experimento, la
adicion del BHT en el medio de conservacion de espermatozoides procedentes de
individuos de 18 meses supuso una mejora en la viabilidad, integridad funcional de la
membrana plasmatica, parametros de velocidad, progresion y direccion de la cabeza de los
espermatozoides tanto tras el proceso de refrigeracibon como en la
congelacion/descongelacion, asi como también en el porcentaje de espermatozoides vivos
con actividad mitocondrial alta y acrosoma intacto, hechos que no se describieron cuando el
antioxidante usado fue la melatonina y los espermatozoides procedian de individuos de 30
meses. De hecho, la melatonina solo mejoré ligeramente la viabilidad tras la refrigeracion
en el caso de espermatozoides procedentes de animales implantados. Esta ausencia de
efecto de la melatonina como antioxidante en el presente trabajo es opuesta a lo descrito
por otros autores como Succu y col.,, (2010), quienes obtuvieron una mejora de la
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viabilidad, motilidad e integridad de ADN, con la adicion de 1 mM de melatonina en los
medios de crioconservacion de espermatozoides de morueco o como Ashrafi y col., (2013)
en espermatozoides de toro, donde la inclusion de melatonina fue de 3mM en los diluyentes
y supuso una mejora de la motilidad y viabilidad espermatica post-descongelacién. Estos
resultados contradictorios podrian deberse a la concentracion de melatonina en el diluyente,
composicion del diluyente y tiempo de refrigeracion (Hardeland, 2005; Dominguez-
Rebolledo y col., 2010).

En cuanto a los resultados de morfometria espermatica obtenidos en fresco y tras el
proceso de crioconservacion, no se mostré ningun cambio significativo en la forma de la
cabeza de los espermatozoides en ninguno de los tratamientos estudiados, ni en el primer
experimento, donde se comparaban el efecto de la edad del donante, fotoperiodo y
presencia de antioxidante BHT en el diluyente, ni tampoco en el segundo donde se estudio6
también el efecto de la edad, la administracion de implantes de melatonina y la presencia de
antioxidantes durante el fotoperiodo desfavorable. Contrariamente, otros investigadores
demostraron que el proceso de criopreservacion produce cambios en la forma de la cabeza
de los espermatozoides ovinos post-congelados (Bravo, 2010, en lle de France; Morato-
Morales 2012, en Manchego). Estos resultados contradictorios que exhiben las células
espermaticas de la misma especie ante los procesos de criopreservacion podrian deberse a
factores como la edad, el tipo de crioprotector y aditivos en los diluyentes (Tejerina, 2007;
Marti, y col., 2011).

Por otra parte, en ninguna de las dimensiones de la cabeza de los espermatozoides
frescos se encontraron diferencias significativas al comparar las diferentes edades de los
sementales. Sin embargo, el proceso de la congelacién y descongelacion disminuyo
significativamente todas las dimensiones de la cabeza de los espermatozoides procedentes
de animales de 18 meses de edad. Modificaciones similares han sido descritas en diferentes
especies (Gravance y col., 1995; Mohasmed, 1995; Buendia y col., 2002; Soler y col.,
2005; Marti, y col., 2011), asi como diferencias entre individuos de una misma especie
(Tejerina 'y col., 2005). No obstante, en nuestro caso no se pudo apreciar ningin otro efecto

sobre la morfometria espermatica, ni de la adiccion de BHT ni tampoco de la aplicacion de
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implantes de melatonina. Unicamente la suplementacion de melatonina como antioxidante
en el diluyente redujo significativamente las dimensiones de los espermatozoides

descongelados procedentes de machos de 30 meses.

Asi, teniendo en cuenta las dimensiones obtenidas en las diferentes edades,
podemos indicar que las modificaciones de los parametros morfometricos despues del
proceso de criopreservacion dependen principalmente de la estabilizacion de la madurez
sexual de los moruecos (Marti, y col., 2011), complementado con efectos de la adicion del
crioprotector y aditivos durante la fase de congelacién-descongelacion que provocan estrés
osmotico y formacion/dilucion del hielo que causaran la perdida de la integridad
acrosomica tras la descongelacion (Pelaez, 2003; Bwanga y col., 1991), lo que provocara la
exocitosis de los componentes de la matriz acrosomal y, consecuentemente, una pérdida del
volumen global de la célula. La deshidratacién progresiva que sufre la célula durante este
proceso biotecnoldgico acarreara a su vez una disminucién del volumen de la cabeza
espermatica (England, 1993). A este fendmeno debemos de sumar la reduccion del espacio
ocupado por el nucleo al producirse una condensacion de la cromatina durante la
congelacion (Royére y col., 1988), sin olvidar las alteraciones citoesqueléticas que sufre el
espermatozoide que repercutiran en la morfometria (Watson, 2000; Petrunkina y col.,
2004), asi como también tener en cuenta las alteraciones que se producen en la membrana
plasmatica a causa de los procesos de congelacion que afectaran en el tamafio celular (Parks
y Graham, 1992; Pefia y col.,, 2005). El plasmalema es el encargado de regular el
intercambio de sustancias con el exterior y mantener el volumen interno, la pérdida de
funcionalidad del mismo produce una salida de contenido citoplasmatico y la consecuente

reduccién de volumen (Petrunkina y col., 2004).

Por altimo, en el tercer experimento hemos querido analizar la calidad seminal de
cada uno de nuestros donantes a la edad de 26 meses, tanto en fresco como tras la
conservacion de sus espermatozoides, ya que en todos experimentos previos llevados a
cabo en el presente trabajo de investigacion, hemos realizado de forma sistematica la
mezcla de eyaculados procedentes de diferentes machos con el objetivo de minimizar el

efecto individuo a favor de los factores que pretendiamos estudiar. Asi, obtuvimos que los
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valores medios de la mayoria de pardmetros espermaticos del semen fresco de los machos
de las razas Xisqueta y Aranesa fueron superiores a los registrados en razas de ovinos,
como la Gallega (Barrio y col., 1995), la Guirra (Marco-Jiménez y col., 2002) o la Latxa
(Betran de Heredia, 1995), similares a los obtenidos en Asaff y Churra (Alvarez y col.,
2000), Manchega (Alcaide y col., 2001 ) y raza lle France (Bravo, 2010), e inferiores a la
de otras razas de aptitud carnica como la Rasa Aragonesa (Ollero y col., 1994), obtenidos
en localizaciones geograficas y condiciones climaticas casi similares a las acaecidas en

nuestra experiencia.

Independientemente de la raza, encontramos ligeras variaciones individuales en el
volumen de eyaculado y concentracion seminal. Mayores fueron las diferencias respecto al
porcentaje de anormalidades espermaticas e integridad acrosomal, y ninguna diferencia
significativa en cuanto a la motilidad masal, viabilidad y capacidad de resistencia al shock
hiposomético. Resultados similares han sido reportados Garde, (1993); Aguado y col.,
(1998) en ovinos e incluso por Barrio y col., (1995) en moruecos de la raza Gallega,
quienes encontraron diferencias individuales en el volumen, morfologia espermaética y
concentracion seminal, pero, a diferencia de nuestros resultados, también en viabilidad,
integridad funcional de sus membranas tras la prueba de HOST, produccion espermética y
acrosomas normales, aunque es preciso destacar que el ndimero de sementales que
disponiamos para realizar nuestro estudio es claramente insuficiente para poder obtener
rotundas conclusiones. No obstante, estas variaciones existentes entre machos en relacion a
las caracteristicas seminales puede atribuirse a variaciones individuales en el desarrollo y
funcionalidad del testiculo, asi como su endocrinologia (Beltran de Heredia, 2009), puesto
que, la produccion y calidad seminal estd estrechamente relacionado con el tamafio
testicular, o méas concretamente con el peso testicular, que ha sido ampliamente
documentado en pequefios rumiantes (Vijil y col., 1986; Lincoln, 1989; Ritar y col., 1992;
Delgadillo y col., 1995).

Por otra parte, no deja de llamarnos la atencion que en los parametros analizados
tras la refrigeracion no se apreciara ninguna diferencia significativa entre espermatozoides

de los distintos donantes, ni en la viabilidad, ni en la capacidad de resistencia al shock
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hipoosmético o integridad funcional de la membrana plasmatica, asi como tampoco en
ningun parametro cinético de cantidad y calidad del movimiento, a excepcion del indice de
linealidad que fue superior en 2 machos, cada uno de una raza. Sin embargo, la
susceptibilidad de los espermatozoides a la crioconservacion no fue igual para todo los
moruecos, debido a que los espermatozoides de algunos moruecos sobreviven a la
congelacion-descongelacién con menos dafio que otros, independientemente de la calidad
inicial, tal como lo reporta en moruecos Evan (1991) o Thurston y col. (2001), en caballos
Amann y Pickett (1987), en cerdos, Holt y col. (2005) o en toros, Eyestoney y First (1989).

Basandose en las diferencias de calidad seminal después del descongelado, los
moruecos del presente trabajo fueron clasificados como machos “buenos congeladores”,
los cuales se caracterizan por presentar valores superiores en los parametros de viabilidad,
integridad de la membrana plasmética y acrosomal, parametros cinéticos de velocidad, de
progresion, direccién de la cabeza, porcentaje de espermatozoides vivos con actividad
mitocondrial alta y acrosomas intactos, machos “regulares congeladores”,con valores
medios en los parametros de calidad seminal y, por altimo los “malos congeladores” con
valores mas bajos en los parametros de calidad seminal. Estas diferencias en la
congelabilidad entre machos podria deberse a una defectuosa espermatogénesis o fallas en
la maduracion en el epididimo, principalmente en machos malos congeladores (Calvin y
Bedford, 1971), lo que llevaria a la aparicién de diferencias entre eyaculados de malos
congeladores y buenos congeladores en parametros como la longitud de las cadenas de
acidos grasos poli-insaturados de la membrana citoplasmatica o los niveles de colesterol de
dicha membrana (Waterhouse y col., 2006). Otra causa podria ser diferencias en los niveles
intracelulares de proteinas o en la resistencia ambiental del espermatozoide (Holt y col.,
2005; Hernandez y col., 2007). En este sentido, se ha descrito en verracos una mayor
presencia de la proteina HSP90 en el semen de buenos congeladores cuando se comparan
con los malos congeladores (Casas y col., 2010). De esta forma, los buenos congeladores
tendran una mayor proteccion contra el enfriamiento y choque osmético producidos durante
la congelacion-descongelacion. En toros, Killian y col., (1993) encontraron una asociacion
entre los buenos congeladores y malos congeladores y la composicién de sus proteinas del

plasma seminal. En ese estudio, se observd como dos proteinas (26 kDa/6’2 pl y 55
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kDa/4,5 pl) predominaban en los buenos congeladores, mientras que otras dos proteinas (16
kDa/4’1 pl y 16 kDa/6’7 pl) prevalecian en los malos congeladores. En moruecos, se ha
reportado, la presencia de proteinas RSVP14 y RSVP20, en el plasma seminal que pueden
afectar la calidad del semen después de la criopreservacion (Barrios y col., 2005).
Igualmente, en el caso del verraco, varios estudios indican que la variabilidad en la
congelacion de eyaculados esta relacionada con la linea genética de la que proceden los
machos (Thurston y col., 2001), si bien la heredabilidad genética para esta caracteristica de
congelabilidad es baja (Safranski y col., 2011). A pesar de ello, se ha llegado a la
identificacion por marcadores moleculares polimorficos de fragmentos amplificados

asociados a verracos buenos congeladores y malos congeladores (Thurston y col., 2002).

En conclusidn, el presente trabajo sugiere que a pesar de que los espermatozoides
procedentes de moruecos de 26 meses de edad presentaron una mejor calidad seminal
inicial en cuanto a presentar una mayor concentracion y resistencia al shock osmético que
los procedentes de animales mas jovenes, durante su conservacion, la supuesta inferioridad
de los espermatozoides procedentes de donantes mas jovenes, en concreto de 18 meses,
puede ser facilmente contrarrestada con la adicién de BHT en los medios de conservacion,
mejorando sustancialmente la calidad de los espermatozoides refrigerados o incluso
descongelados, teniendo en cuenta, ademas, que en nuestro caso esta edad (18 meses)
coincidia con la denominada época desfavorable o fotoperiodo positivo. Por otra parte, asi
como el BHT ha demostrado tener cualidades interesantes para su utilizacién en la
elaboracion de los medios de conservacion de espermatozoides ovinos, independientemente
de la edad del donante o del fotoperiodo en el que se realice la recolecta de semen, la
melatonina, como antioxidante en el medio, no parece mejorar la calidad espermatica
durante la conservacion de las células espermaticas. Tampoco el uso de implantes de
melatonina parece haber proporcionado ninguna ventaja a la hora de conservar
espermatozoides fuera del fotoperiodo negativo, probablemente debido a que las razas
autoctonas Aranesa y Xisqueta son poco estacionales en cuanto a produccién y calidad
espermatica. Por otra parte, la congelacién-descongelacion de manera individualizada de
espermatozoides de los diferentes moruecos parece mostrar la existencia de individuos

malos congeladores, buenos congeladores y tambien machos “regulares” congeladores,
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aungue muchos mas estudios, con especial atencién al andlisis de fertilidad in vivo e in
vitro, asi como con un mayor nimero de individuos testados, deberian llevarse a cabo para

poder confirmar la existencia de estas tres supuestas categorias de machos donantes.
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5. DISCUSION GENERAL

Durante los dltimos 60 afios, la yema de huevo fresca (YHF) se ha incluido de
forma rutinaria en la mayoria de los protocolos de criopreservacion del semen de especies
domésticas y salvajes (Bogart y Mayer, 1950; Wall y Foote, 1999; Salomon y Maxwell,
2000; Manjunath y col., 2002; Bergeron y col., 2004; Lamia y col., 2004). Sin embargo, la
yema de huevo, a pesar de ser el crioprotector no penetrante mas comunmente usado por
su capacidad de estabilizar la membrana del espermatozoide (Salamon y Maxwell, 2000),
contiene sustancias que pueden interferir en el metabolismo celular reduciendo la motilidad
espermatica (Moussa y col., 2002), que junto con la heterogeneidad de su composicion
entre lotes de huevos y el potencial riesgo de contaminacion microbiolédgica, hacen que la

posibilidad de utilizar otras alternativas a la yema de huevo fresca sea muy deseable.

Es por ello, que nos planteamos comparar la capacidad crioprotectora de la yema de
huevo clarificada (YHC), la cual nos permite eliminar algunos de los componentes de la
yema de huevo (por ej. granulos) que se adhieren a la membrana y que tienen un efecto
negativo en la motilidad y respiracion espermatica (Pace y Graham, 1974), asi como la
yema de huevo en polvo (YHP), en donde la contaminacién bacteriana es destruida por la
pasteurizacion y nos permite respetar las leyes establecidas para el consumo humano. Asi,
tras estudiar los resultados obtenidos podemos afirmar que no se aprecian grandes
diferencias entre ellas en lo que respecta a la proteccién de los espermatozoides durante el
proceso de refrigeracién y congelacion, al analizar la viabilidad e integridad de la
membrana plasmatica y acrosomal o la actividad mitocondrial tras la descongelacion, asi
como tampoco en la cantidad movimiento espermatico o en la morfometria de los

espermatozoides descongelados.

De hecho, resultados similares ya habian sido reportados por Marco-Jimenez y col.,
(2004) al comparar yema de huevo en polvo con yema de huevo fresca en ovinos de la raza
Guirra respecto a la integridad del acrosoma, con un incremento significativo en la
motilidad total cuando los espermatozoides habian sido criopreservados en yema de huevo

en polvo en comparacion con la yema de huevo fresca. De igual manera, Wall y col.

219



(1999), al comparar yema de huevo clarificada con yema de huevo fresca en la
criopreservacion de espermatozoides de toro, tampoco observaron diferencias en la
viabilidad y fertilidad espermaética, a pesar de que Fernandez-Santos y col., (2006) si
obtuvieron una mejora en la criopreservacion de espermatozoides del ciervo Ibérico al
utilizar yema de huevo clarificada. Estas diferencias se pueden deber a las diferencias
existentes en la composicion de membrana plasmatica entre especies, en el porcentaje de
yema de huevo en el diluyente, en los aditivos incluidos, en el tiempo de refrigeracion y/o

en el método de congelacion (Fernandez-Santos y col., 2006; Waterhouse y col., 2006).

Por otra parte, nuestros resultados indican claramente que la eliminacion del plasma
seminal previa a la conservacion mediante centrifugacion del semen (lavado) proporciona
un efecto beneficioso en la criopreservacion de los espermatozoides de morueco,
independientemente de la edad, tal y como se aprecia en los valores de viabilidad,
integridad funcional de las membranas plasmaética y acrosomal, parametros cinéticos de
velocidad, de progresion y mayor actividad mitocondrial, especialmente tras la
descongelacion. Sin embargo, no podemos asegurar cudl es la causa de esta mayor
supervivencia, ya que podria deberse a varios motivos. Uno podria ser que la eliminacion o
ausencia del plasma seminal en el medio de crioconservacién mejora la capacidad
crioprotectora de la yema de huevo contra el shock por frio, ya descrito en diferentes
especies como el conejo (Corteel, 1980; Ritar y Salamon, 1991), el macho cabrio (Aboagla
y Terada 2003; Bispo y col., 2011), el cerdo (Bathgate y col., 2006) o el caballo (Martim y
col., 1979). Aunque otra posible explicacion podria ser que durante la técnica de separacion
del plasma seminal, mediante el método de la centrifugacion, ademas de eliminar el plasma
seminal, se esté eliminando una proporcion de los espermatozoides dafiados y muertos, con
la seleccion de poblaciones mas motiles y en algunos casos, de mayor viabilidad (Cebrian
y col., 2010).

Asi, con el objetivo de averiguar cual podia haber sido el motivo de la obtencidn de
una mejor crioconservacion espermatica al practicar el lavado o centrifugacion del semen,
en el capitulo 3 de esta tesis doctoral, nos planteamos afiadir plasma seminal (13 %) en los

medios de conservacion de los espermatozoides lavados antes de la criopreservacion,
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observando que con ello no se empeoraba la capacidad crioprotectora del huevo. En otras
palabras, la presencia de plasma seminal en los medios de conservacion, tal y como
observamos en los valores de los distintos parametros analizados de viabilidad, integridad
funcional de la membrana plasmatica y motilidad de los espermatozoides obtenidos tras el
proceso de refrigeracion y de congelacién/descongelacion, no parece afectar negativamente
a la supervivencia de los espermatozoides de morueco, por lo que nuestra hipotesis se
decantaria hacia la posible seleccion de los espermatozoides ejercida durante la
centrifugacion del semen. No obstante, para poder afirmar con rotundidad este hecho
deberiamos haber analizado antes y después del lavado del semen la calidad espermaética de
nuestras muestras, lo que por motivos circunstanciales del tiempo y método de trabajo no

alcanzamos a realizar.

De hecho, varios autores han descrito que la adicion de entre un 10 a un 40 % de
plasma seminal en los medios de crioconservacion aumenta la resistencia de los
espermatozoides al choque de frio, reduciendo o incluso revertiendo el estado de
criocapacitacion (Pérez-Pé y col., 2001; Barrios y col., 2005) y mejorando la viabilidad en
espermatozoides de toro (Maxwell y col., 1996), morueco (Ashworth y col., 1994; Graham
1994) y cerdo (Maxwell y col., 1998). Aunque también existen otros trabajos realizados en
espermatozoides de caballos (Moore y col., 2005) o incluso tambien de moruecos (Morrier
y col., 2003) que reportan que la inclusién de 10 y 25 % de plasma seminal no mejoraba las
caracteristicas del semen tras la refrigeracion, asi como tampoco la inclusion de un 30 % de
plasma seminal aumentaba la calidad de los espermatozoides ovinos no lavados post-
descongelacion (Rovegno y col., 2013) o incluso existen autores que describen efectos
negativos del plasma seminal sobre la motilidad (de Lamirande y Gagnon, 1984), viabilidad
(Garcia y Grahan, 1987a; Kawano y col., 2003) y supervivencia espermatica tras la
congelacion-descongelaciéon (Watson 1981; Schmehl y col., 1986; Moore y col., 2005).

Es evidente que el papel del plasma seminal en la criopreservacion es un tema
controvertido debido a la compleja composicién del plasma seminal, ya que, ademas de
proteinas, existen otros componentes, como compuestos de bajo peso molecular, que

podrian resultar nocivos para los espermatozoides, los cuales varian segun la especie
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(Garcia y Grahan, 1987b; Catt y col., 1997). No obstante, en nuestro caso, el plasma
seminal afiadido no parece tener efecto, ya sea porque la cantidad afiadida del 13 %, no
fuera la suficiente para mostrar diferencias o por la composicion del plasma seminal de
nuestros machos, la cual puede verse afectada por factores ambientales, tales como la
temporada de la recoleccion, la temperatura, la nutricion o el estrés (Pérez-Pé y col., 2001,
Muifio-Blanco y col., 2008)

Siguiendo con el afan de buscar alternativas a la yema de huevo para la elaboracién
de medios de conservacion espermatica libres de crioprotectores de origen animal y de
composicion definida, en el segundo capitulo de esta tesis se planted valorar la eficacia de
otros crioprotectores como la lecitina de soja o el BHT, combinados con el crioprotector
mas frecuentemente utilizado, el glicerol, o en su lugar, la trehalosa, debido a la toxicidad
descrita del primero. De esta manera, los resultados obtenidos indican que el butil
hidroxitolueno (BHT) no parece ser un crioprotector adecuado ni un sustituto fiable de la
yema de huevo para la conservacion de espermatozoides ovinos, independientemente de
estar combinado con glicerol o trehalosa, presentando los peores pardmetros de calidad
espermatica, en términos de viabilidad, integridad funcional o resistencia osmética de la
membrana plasmatica, parametros de velocidad, progresion y direccion de la cabeza de los
espermatozoides, tanto tras el proceso de refrigeracion como el de la congelacion y

descongelacion.

Resultados similares han sido reportados por Ball y col. (2001) en caballos, Graham
y Hammerstedt (1992) en toros e incluso por Watson y Anderson (1983) en moruecos,
donde la inclusion de BHT como crioprotector en los diluyentes de conservacion no mejoro
las caracteristicas de los espermatozoides tras la descongelacion. Sin embargo, en semen
caprino, Kalifa y col. (2008) obtuvieron una mejora en la motilidad y fertilidad de los
espermatozoides descongelados, cuando utilizaron 0.6mM de BHT como crioprotector, en
comparacion a la yema de huevo en fresco. De nuevo, estas contradiccciones entre equipos
de investigacion podrian deberse a las diferencias en la composicion de la membrana

espermatica en cada especie, en la concentracion de BHT incluida en el diluyente, o incluso
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en la composicion del diluyente y tiempo de refrigeracion (Watson y Anderson, 1983; Ball
y col., 2001; Roca y col., 2004).

Por lo que hace referencia a los otros dos crioprotectores utilizados en el estudio, la
yema de huevo en polvo y la lecitina de soja, los resultados parecen mostrar una capacidad
similar entre ambos a la hora de conservar los espermatozoides ovinos, no observandose
diferencias en la viabilidad, integridad funcional de la membrana plasmaética y cantidad de
movimiento entre los espermatozoides refrigerados, tanto combinados con glicerol como
con trehalosa. No obstante, ambos crioprotectores, tanto la yema de huevo en polvo como
la lecitina de soja, tuvieron un mejor efecto crioprotector cuando se complementaron con
glicerol, como se aprecia en todos los pardmetros cinéticos evaluados tras la refrigeracion,
lo que le confiere a la trehalosa un posible efecto negativo sobre la motilidad espermatica
(Chen y col., 1993). Ademaés, esta tendencia, se mantuvo de manera mas notable todavia
tras la descongelacion de las muestras, obteniéndose valores superiores de calidad seminal
en los tratamientos a base de glicerol e intermedios en los diluyentes a base de trehalosa,
independientemente de si se combinaban con YHP o lecitina, mientras que los peores
resultados siempre se obtuvieron en los tratamientos que contenian BHT como sustituto de

la YHP o de la lecitina de soja.

De igual manera, Nur y col., (2010), también en espermatozoides de morueco,
observaron que los medios de crioconservacion que contenian glicerol o propanodiol
proporcionaban mejor motilidad post-descongelacién en comparacion con la trehalosa y la
sacarosa, aunque sin mostrar diferencias significativas en la integridad del acrosoma o del
ADN de los espermatozoides. No obstante, otros investigadores no pudieron apreciar este
mayor efecto crioprotector del glicerol, obteniendo una calidad seminal después de
descongelar similar para los diluyentes con trehalosa (Maura, 1995; Tonieto, 2010). Estas
diferencias entre autores sobre el efecto del glicerol en la crioconservacion podria
explicarse, en parte, a que utilizado en altas concentraciones puede llegar a tener una accion
toxica (Hammerstedt y Graham, 1992), causando un posible dafio osmético a los
espermatozoides (Watson, 1995), dafio que dependera, a su vez, de las tasas de

enfriamiento y congelacion, de la composicion del diluyente y del método de adicionar el
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glicerol (Anel y col., 2003), lo que dificulta la comparacion entre resultados de diferentes
laboratorios. Sin embargo, a pesar de ello, el glicerol sigue siendo considerado como el
crioprotector mas eficaz en espermatozoides de rumiantes (Leibo y Songsasen, 2002), tal y

como hemos podido corroborar en nuestro experimento.

Por otra parte, la accion crioprotectora de la lecitina de soja, tal y como sucede
también en la yema de huevo, es atribuida en gran parte a la lipoproteinas de baja densidad
(LDL), que se adhieren a la superficie del espermatozoide, reemplazando los fosfolipidos
de la membrana que se pierden o son dafiados, formando una pelicula protectora y
aumentando asi la tolerancia de los espermatozoides al shock de frio durante la congelacion
(Moussa y col., 2002 ; Bergeron y Manjunath, 2006; Furouzanfar y col., 2010). Sin
embargo, a pesar de haberse descrito esta capacidad de la soja como crioprotector de origen
vegetal mejorando los parametros de calidad seminal post-congelacion en ovinos (de Paz y
col., 2010; Forouzanfar y col., 2010), en bafalos (Akhter y col., 2010) y en caballos (Aurich
y col., 2007), existen autores, como Del Valle y col., (2012), que indican que la inclusion
de lecitina en los medios de criopreservacion de espermatozoides de morueco ocasiona
graves dafios en la membrana de las mitocondrias, afectando la motilidad y fertilidad. En
este contexto, nuestros resultados solo mostraron una cierta superioridad significativa en
espermatozoides refrigerados en YHP respecto a los refrigerados con lecitina de soja,
ambos combinados con glicerol, en los valores de velocidad media y de frecuencia de
batido, diferencias que tras la descongelacion desaparecieron, por lo que necesitariamos
poder realizar otro tipo de andlisis tanto in vitro como in vivo, con especial atencion a las
tasas de fertilidad de nuestras dosis, para poder confirmar si ambos crioprotectores son

igualmente eficaces.

Paralelamente, en este segundo capitulo de la tesis, también se pretendié comparar
la eficacia de 2 sistemas tamponadores distintos, TRIS vs TEST, en la conservacion de
espermatozoides ovinos con diluyentes a base de yema de huevo en polvo o lecitina de soja.
Asi, tras el analisis de los resultados, se sugiere la utilizacion del sistema TRIS como
tampdn de eleccién, especialmente en la congelacion, ya que en la mayoria de los

parametros obtenidos, tanto de integridad fisica y funcional de membranas como de
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cantidad y calidad de movimiento, los valores fueron estadisticamente superiores a los
obtenidos cuando se uso el sistema TEST, independientemente del crioprotector utilizado.
Una posible explicacién a estos resultados seria que el tampon TRIS ayuda a amortiguar
mejor el proceso de deshidratacion celular mediante la creacion de una fuerza osmotica
(Molinia y col., 1994), aumentando de este modo la estabilidad de la membrana plasmaética
del espermatozoide, y neutralizando los acidos generados durante el almacenamiento in

vitro (ljaz y col.,1989).

De hecho, tal como describen Tuli y Holtz (1992) en conejos, se observa una mayor
viabilidad y motilad total en espermatozoides criopreservados en tampon TRIS comparado
con BES y TEST. De igual manera, Rasul y col., (2000) en espermatozoides descongelados
de bufalo describieron un incremento de la motilidad lineal, aunque sin diferencias en la
integridad de la membrana plasmatica y acrosomal, al comparar el tampén TRIS con el
TEST, asi como una fertilidad menor de los espermatozoides de morueco congelados en
tampones zwitterion que en medios a base de Tris con glucosa y yema de huevo (Salamon y
Maxwell 2000).

En cuanto al andlisis de los parametros morfométricos (capitulo 2) tras el proceso de
crioconservacion, nuestros resultados no mostraron ningin cambio significativo en la forma
de la cabeza de los espermatozoides en ninguno de los distintos tratamientos estudiados
respecto a los espermatozoides frescos, ni en el primer experimento, donde se comparaban
distintas combinaciones de crioprotectores, ni tampoco en el segundo donde, ademas de
estudiar el efecto del tipo de tampdn, se evalud también la presencia o no de BHT en los
diluyentes, pero en este caso, como antioxidante. Contrariamente, otros investigadores
demostraron que el proceso de criopreservacion produce cambios en la forma de la cabeza
de los espermatozoides ovinos post-congelados (Bravo, 2010) y también en caprinos
(Hidalgo y col., 2005). Estos hallazgos nos indican el distinto comportamiento que exhiben
las células espermaticas de las distintas especies ante los procesos de criopreservacion o
ante otros factores como el tipo de crioprotector y aditivos en los diluyentes (Hidalgo y
col., 2007a).
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Sin embargo, en cuanto a las dimensiones de la cabeza obtenidas en el primer
experimento, si se observo una disminucion de la longitud cuando los espermatozoides eran
crioconservados en BHT como crioprotector, tanto en glicerol como en trehalosa respecto
al fresco, asi como del ancho pero solo en el caso de combinarse con glicerol. En cambio,
en los espermatozoides congelados en medios a base de YHP no hubo diferencias
significativas en ningan pardmetro de dimension de la cabeza, ni con glicerol ni con
trehalosa, asi como tampoco en los valores de longitud y ancho en aquellos conservados en
medios a base de lecitina. No obstante, en el segundo experimento, las dimensiones de la
cabeza de los espermatozoides crioconservados se redujeron significativamente en todos
tratamientos estudiados respecto a los frescos, a excepcion de aquellos que fueron
conservados en YHP con TRIS como sistema tampdn, aungue éstos no difirieran en sus
dimensiones de los conservados en el mismo medio pero en presencia del antioxidante.
Modificaciones similares han sido reportados en diferentes especies (Marco-Jiménez y col.,
2006; Gravance y col., 1998; Hidalgo y col., 2007b; Rubio-Guillén y col., 2007; Rijsselaere
y col., 2004), con una disminucién de las dimensiones de la cabeza de los espermatozoides

post-congelados.

Una de las causas principales de estos cambios se deben a los efectos de la adicidn
del agente crioprotector (Hammerstedt y col., 1992), el cual seria responsable de la salida
de agua del compartimento intracelular, causando la reduccion del tamafio de la cabeza
espermatica. En el momento de la descongelacién, las células con la membrana funcional
integrardn agua y podran recuperar su volumen celular, mientras que las muertas seguiran
presentando un tamafio menor. De este modo, como apuntan Marco-Jiménez y col., (2006),
la morfometria espermatica actuaria de modo indirecto como indicador de la funcionalidad
de la membrana espermatica, lo que nos ayudaria a apoyar la hipotesis sobre la eleccion del
medio a base de yema de huevo en polvo en un sistema tampén TRIS con o sin BHT como

tratamiento de eleccion para la crioconservacion de espermatozoides ovinos.

Los resultados de la utilizacion de BHT como aditivo antioxidante (capitulo 2) en
los medios de conservacion en el sistema tampon a base de TRIS se aprecia la tendencia a

presentar valores superiores en todos los caracteres espermaticos evaluados cuando el
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antioxidante esta presente en el medio, independientemente del crioprotector empleado.
Igualmente en el capitulo 3, al comparar la suplementacion de los medios de conservacion
con diferentes concentraciones de BHT (0.6mM, 2.0mM y 5.0mM) como antioxidante,
observamos que los espermatozoides lavados y conservados en yema de huevo en polvo,
independientemente de estar combinados o no con plasma seminal en el diluyente de
crioconservacion presentan valores significativamente superiores de viabilidad y resistencia
osmotica de la membrana plasmatica, de actividad mitocondrial e integridad del acrosoma y
de motilidad total y progresiva, asi como mejores valores en los diferentes descriptores
cinéticos cuando se adiciond6 BHT al 5 mM, siendo ésta la concentracion Optima en

nuestras condiciones de conservacion.

Resultados similares han sido reportados por Watson y Anderson (1983) con una
concentracion de BHT del 4 mM, mientras que Farshal y col., (2010) obtuvieron los
mejores parametros de calidad seminal con la adiccién de 2.0 y 3.0 mM de BHT, ambos en
espermatozoides de morueco sin lavar, teniendo como medio de criopreservacion el
compuesto por el tampén Tris y yema de huevo fresco y congelados en vapores de
nitrégeno. En otras especies, como en el caprino, Kalifa y col., (2008) obtuvieron una
mejora en la motilidad progresiva post-congelacion de los espermatozoides similar a
nuestros resultados, asi como en la fertilidad, cuando utilizaron 5.0 mM de BHT incluido
en el diluyente, en comparacion a concentraciones de 0.3, 0.6, 2.0 y 8.0mM de BHT. Otros
autores consiguieron los mejores resultados de viabilidad, motilidad, integridad funcional
de la membrana plasmatica y menor dafio en el acrosoma, con la adicion de 1y 2.0 mM de
BHT en los medios de criopreservacion de espermatozoides de bufalo (ljas y col., 2009), de
0.2 y 1.6 mM de BHT en toro (Asadpour y col., 2012) o de 1.0 mM de BHT en perro
(Neagu y col., 2010). En apoyo a estos anteriores resultados, un estudio llevado a cabo in
vitro demostr6 que la adicién de 0.4 mM de BHT al diluyente de congelacion fue
beneficioso para el espermatozoide de verraco, ya que aumenté la capacidad de los
espermatozoides de penetrar el ovocito (Roca y col., 2004).

Estas diferencias entre especies o incluso laboratorios respecto a qué concentracion
de BHT es la 6ptima podria deberse a que el efecto potencial de BHT en la prevencion de

los dafios oxidativos en los espermatozoides durante la criopreservacion depende de
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muchos factores, tales como la composicion del diluyente, tasa de dilucion, enfriamiento y
el método concreto de congelacion-descongelacion (Ball y col., 2001; Roca y col., 2004;
Kalifa y col., 2008), asi como la composicién de la membrana espermatica en las distintas
especies. En espermatozoides ovinos, la membrana plasmatica tiene una baja relacion
colesterol/fosfolipidos (Darin-Bennett y White, 1977), asi como un alto contenido de
fosfolipidos insaturados (Watson, 2000) si la comparamos con otras especies, lo que podria
explicar, al menos en parte, nuestro resultados. Sin embargo, el mecanismo exacto por el
cual el butil hidroxitolueno mejora la calidad espermatica no es del todo conocido (Farshad
y col., 2010). Hammerstedt y col., (1976) indica que el BHT es un antioxidante fendlico,
que se incorpora a la membrana plasmatica del espermatozoide disminuyendo la viscosidad
de los lipidos de membrana, reduce los cambios de permeabilidad de la membrana
plasmatica del espermatozoide durante el proceso de criopreservacion, e igualmente
previene o reduce la actividad dafiina de los radicales libres, mediante la conversion de los
radicales peroxil a hidroperoxidos (Aitken y Clarkson, 1987).

De hecho, cuando se compard en el ultimo capitulo de la presente tesis, el efecto de
la edad del donante y fotoperiodo de recolecta del semen, la inclusién de BHT en los
medios de conservacion de espermatozoides de animales de 18 y 26 meses de edad, ya
fuera durante el fotoperiodo positivo como el negativo, mejoro los valores de viabilidad y
resistencia osmatica de la membrana plasmatica, de actividad mitocondrial e integridad del
acrosoma, asi como los pardmetros de velocidad, tanto tras la refrigeracion como tras la
congelacion y descongelacion. Sin embargo, cabe destacar que la inclusion de BHT como
antioxidante en los diluyentes de conservacion en espermatozoides de animales de 14
meses de edad y durante fotoperiodo negativo, solo mejord los valores de los parametros
cinéticos de motilidad total, velocidad media y de progresion tras la refrigeracion de los
espermatozoides, asi como la velocidad rectilinea, de progresion y frecuencia de batido de
los espermatozoides descongelados. Una posible explicacion a estos resultados podria ser
que los moruecos de menor edad producen generalmente semen de peor calidad con
espermatozoides posiblemente mas sensibles a la accion y a la cantidad de ROS presentes,
lo que hace insuficiente el presumible efecto beneficioso del BHT observado en
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espermatozoides procedentes de individuos de mayor edad (Killian y col., 1989;

Lymberopoulos y col., 2010).

Por otra parte, cuando se estudio la adicién de melatonina (1mM) como antioxidante
en los medios de conservacion de espermatozoides procedentes de animales de 30 meses
fuera de la época reproductiva, ésta solo mejoré ligeramente la viabilidad tras la
refrigeracion en el caso de espermatozoides procedentes de animales a los que se les habia
aplicado también implantes de meltonina. Esta ausencia de efecto de la melatonina como
antioxidante en el presente trabajo es opuesta a lo descrito por otros autores como Succu y
col., (2010), quienes obtuvieron una mejor viabilidad, motilidad e integridad de ADN de
espermatozoides de morueco o como Ashrafi y col., (2013) en espermatozoides de toro,
donde la inclusion de melatonina fue de 3mM en los diluyentes y supuso una mejora de la
motilidad y viabilidad espermatica post-descongelacion. Estos resultados contradictorios
podrian deberse a diferencias en la concentracion de melatonina usada o la composicion del

diluyente y tiempo de refrigeracion (Hardeland, 2005; Dominguez-Rebolledo y col., 2010).

De todas formas, en lo que no parece existir discrepancias es en el hecho de que la
edad de los donantes es un factor determinante en la calidad del semen fresco, siendo en
animales jovenes superior conforme aumenta la edad, tal y como observamos en el Gltimo
capitulo. De hecho, Folch (1984) ya reporté en ovinos de la raza Rasa Aragonesa que la
concentracion espermética en machos de 9 meses era entre el 50 al 75 % de la que
presentan los moruecos adultos. También Martinez y col., (1998), al comparar moruecos de
3-4 afios de edad respecto a los de 1 afio en las razas Coriedale, Merino Rambouillet y
Romney Marsh, observaron que la concentracion seminal se incrementaba en un 15.78 %y
la viabilidad en un 11,58 % en los animales adultos respecto a los datos obtenidos en

animales jovenes.

Esta tendencia a mejorar la calidad seminal con la edad se aprecid también en el
presente trabajo tras la refrigeracion y criopreservacion de los espermatozoides con valores
superiores de viabilidad e integridad funcional de la membrana, actividad mitocondrial e

integridad acrosomal en todos los tratamientos estudiados cuando los donantes eran
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mayores de 18 meses de edad. Resultados similares en integridad funcional de membrana,
actividad mitocondrial y estructura de cromatina compacta reportaron Lymberopoulos y
col. (2010) en espermatozoides descongelados de moruecos de 4-5 afios de edad al
comparar con animales de 1-2 afios, con un incremento de la fertilidad de méas del 15% y de
la prolificidad de méas del 0.56%). Asi mismo, Rodriguez-Almeida y col., (2008) también
en espermatozoides ovinos congelados con yema de huevo al 20 % en las razas Pelibuey y
Blackbelly encontraron valores superiores de reaccion acrosémica (criocapacitacion) en
espermatozoides de animales jévenes (1 afio), aunque sin diferencias significativas en la

viabilidad respecto a moruecos adultos.

Estos resultados se deben posiblemente a que el tamafio y el peso del parénquima
testicular son parametros altamente correlacionados con la produccién y calidad seminal y
también con la fertilidad. En moruecos, el volumen de los testiculos aumenta paralelamente
al crecimiento corporal, hasta que éste alcance el pleno estado adulto (Folch, 2000; Beltran
de Heredia, 2009; Lymberopoulos y col., 2010), por lo que moruecos de mayor edad
producirian mayor cantidad y calidad de semen que los jovenes, muchos de los cuales no
habrian completado su crecimiento corporal y madurez sexual a la edad de 14 meses como
se observa en nuestro resultados. De igual manera, la edad parece influir en los parametros
cinéticos analizados durante la conservacion espermatica. Concretamente se observo una
superioridad debida a la edad en la mayoria de pardmetros cinéticos de velocidad y
linealidad de las trayectorias espermaticas, lo que sugiere que la edad podria favorecer la
capacidad de resistencia de los espermatozoides a la criopreservacion, como ya ha sido

reportado en ovinos (Wiemer y Ruttle, 1987; Osinowo y col., 1988).

Desgraciadamente, el analisis del posible efecto del fotoperiodo sobre la calidad
seminal inicial y post-conservacion espermaética es dificil de determinar en el presente
trabajo, ya que no existié la posibilidad de analizar el efecto de fotoperiodos distintos con
donantes de la misma edad o viceversa. No obstante, tras el analisis del semen fresco los
resultados parecen indicar que el fotoperiodo, una vez alcanzada la edad de 18 meses de los
donantes, no influy6 excesivamente en la viabilidad, integridad acrosomal, ni concentracion

espermatica, pero si en la capacidad de resistencia al shock hipoosmatico. De hecho,

230



mientras que se observd una tendencia a presentar una mayor resistencia al shock
hiposomotico de los espermatozoides frescos a medida que aumentaba la edad de los
donantes, en el caso de colectar el semen durante el fotoperiodo positivo esta tendencia no
solo desaparecid, sino que ademas retrocedi6. Sin embargo, cuando analizamos los
resultados obtenidos tras la refrigeracion, la capacidad de resistencia al shock hipoosmético
fue similar en espermatozoides procedentes de individuos de 26 meses recolectados en
otofio que la registrada en espermatozoides de individuos de 30 meses recolectados en
fotoperiodo positivo. De hecho, entre estos dos grupos de espermatozoides, el fotoperiodo,
teniendo en cuenta la diferencia de edad de los donantes, no parece provocar grandes
diferencias en los parametros estudiados, solamente en algunos de los parametros
descriptores del movimiento como el indice de rectitud, ALH y BCF tras la refrigeracion y
los pardmetros de velocidad tras la congelacion. Asi, los resultados obtenidos, donde la
influencia del fotoperiodo es poca, fueron similares a los descritos en otras razas ovinas
como la Leccese (D Alessandro y col., 2001), la Churra y Assaf (Mazariego y col., 2010) y
en razas caprinas como la Murciano-Granadina (Roca y col., 1992) o la Florida (Dorado y
col., 2003).

En general, no se observaron diferencias significativas en la mayoria de parametros
de calidad seminal evaluados en los dos fotoperiodos y edades en estudio. Tampoco
Aguado y col., (1994), en ovinos de la raza Manchega, observaron diferencias significativas
en la motilidad ni integridad de las membranas acrosomal y plasmatica de espermatozoides
descongelados, ni D Alessandro y col., (2003), en ovinos de la raza Leccesa, fueron
capaces de encontrar diferencias en la motilidad y porcentaje de espermatozoides con
acrosonas dafiados, aungue si obtuvieron los valores mas altos de viabilidad en fotoperiodo
negativo. Estos escasos cambios debidos al fotoperiodo encontrados en la calidad
espermatica de los moruecos de razas autoctonas de la peninsula ibérica se deben a que son
poco estacionales (Chagas y Silva, 1992; Jordana y Jordana 1995), como la mayoria de
razas en la region mediterranea, las cuales estan sujetas a un clima moderado y pequefias
diferencias entre dias cortos (9 a 10 horas) y dias largos (14 a 15 horas), lo que condiciona
una cierta flexibilidad de la época reproductiva (Forcada y col., 2000). Sin embargo,

existen estudios que indican menor capacidad fecundante del semen obtenido en primavera
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que del recolectado en otofio (Colas, 1981; Guerin, 1990), aunque hay otros autores que
reportan tasas de fertilidad similares, cuando se utilizé semen colectado a lo largo de todo
el afio (Hill y col., 1998).

Simultaneamente al analisis de las posibles diferencias ocasionadas por el efecto de
la edad del donante y fotoperiodo, en este ultimo capitulo se estudid ademas la posibilidad
de mejorar la calidad del semen fresco, asi como tras su conservacion, de los donantes
mediante la aplicacion de implantes subcutaneos de melatonina en primavera, es decir,
fuera de la época reproductiva de los pequefios rumiantes, con el objetivo de poder
recolectar semen para crioconservar adecuadamente, independientemente de la época del
afio. Asi, observamos que con la aplicacion de estos implantes se mejord la calidad inicial
del semen fresco, en concreto, la concentracion espermatica en las dos edades testadas (18
y 30 meses de edad) y la resistencia al shock hipoosmético sélo en espermatozoides de los
animales de mayor edad. En cambio, ni el volumen de eyaculado, ni la motilidad masal, ni
la integridad acrosomal, asi como tampoco la morfologia de las células espermaticas se
vieron afectados por la aplicacion de los implantes. En trabajos previos de Bravo y Roy
(2003), donde se utilizaron implantes de melatonina en 12 machos de las razas lle France y
Merino Precoz, con muestreo semanal durante 4 meses en estacion no reproductiva,
tampoco se encontraron diferencias en volumen del eyaculado, pero si en la concentracion
espermatica a favor del tratamiento de melatonina. De hecho, existen varios estudios en
diferentes razas donde revelan que la melatonina administrada en estacion no reproductiva
puede mejorar dicha calidad del semen (Chemineau y col., 1992; Garde y col., 1996; Kaya
y col., 2000).

Sin embargo, en el presente trabajo, la aplicacion de los implantes de melatonina no
parece mejorar la calidad espermética del semen una vez refrigerado o descongelado de
machos de 18 y 30 meses de edad. De la misma manera, Romao y col., (2003) en moruecos
de la razas Merina Preta y Campanica a los 66 dias después del implante de melatonina tras
evaluar el semen descongelado no observaron ninguna diferencia en los parametros de
calidad seminal, asi como tampoco influy6 en la tasa de fertilidad, cuando se compararon

espermatozoides de animales tratados con no tratados en las dos razas, mientras que Casao
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y col., (2007) y Kaya y col., (2000) en moruecos de diferentes razas, la aplicacion del
implante de melatonina mejoré la motilidad e integridad acrosomal tras la descongelacion.
De nuevo, estos resultados tan dispares, probablemente se deban a que la mayoria de razas
mediterraneas son poco estacionales (Pelletier y col., 2000; Forcada y col., 2000; Azcona y
col., 2001). Por esta razon la mayoria de tratamientos con implantes de melatonina en
fotoperiodo positivo no alteran significativamente la calidad del semen en estas
localizaciones geogréaficas. En cambio, en latitudes mas elevadas, tratando los donantes con
melatonina ha sido posible mejorar la calidad del semen descongelado (Fiser y Barra, 1984,
Fiser y Fairfull, 1983, 1986, Zheltobrjuk y col., 1990, citados por Salamon y Maxwell,
1995; Kaya y col., 2001), su fertilidad y prolificidad (Palacin y col., 2008).

Finalmente, al analizar la calidad del semen fresco de cada uno de nuestros donantes
a la edad aproximada de 2 afios observamos que no existia diferencias significativas en los
parametros evaluados entre los moruecos de la raza Xisqueta y de la Aranesa, teniendo en
cuenta que tan solo contabamos con 4 individuos de cada raza. Por otra parte, encontramos
ligeras variaciones individuales, independientemente de la raza, en el volumen eyaculado y
concentracion seminal. Mayores fueron las diferencias entre individuos respecto al
porcentaje de anormalidades espermaticas, pero ninguna diferencia significativa se pudo
detectar en cuanto a la motilidad masal, viabilidad, integridad acrosomal y capacidad de
resistencia al shock hiposomético. Referente a este posible efecto individual ejercido por el
donante, ya Garde, (1993) y Aguado y col., (1998) en ovinos e incluso por Barrio y col.,
(1995) en moruecos de la raza Gallega fueron capaces de describir diferencias individuales
en el volumen, morfologia espermatica y concentracion seminal, y, a diferencia de nuestros
resultados, también en viabilidad, integridad funcional de sus membranas tras la prueba de
HOST, produccién espermatica e integridad acrosomal. Estas variaciones existentes entre
machos en relacién a las caracteristicas seminales puede atribuirse a variaciones
individuales en el desarrollo y funcionalidad del testiculo, asi como su endocrinologia
(Beltran de Heredia, 2009) puesto que la produccién y calidad seminal esta estrechamente
relacionado con el tamafio testicular, 0 mas concretamente con el peso testicular que ha
sido ampliamente documentada en pequefios rumiantes (Vijil y col., 1986; Lincoln, 1989;

Ritar y col., 1992; Delgadillo y col., 1995). No obstante, es preciso destacar que el numero
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de sementales que nosotros disponiamos para realizar este estudio era claramente

insuficiente para poder obtener rotundas conclusiones.

Sin embargo, la susceptibilidad de los espermatozoides a la crioconservacion no fue
igual para todos nuestros moruecos, debido a que los espermatozoides de algunos de los
donantes sobrevivieron mejor al proceso de la congelacion-descongelacién con menos dafio
que otros, independientemente de la calidad inicial, tal y como ha sido reportado en
moruecos (Evan, 1991; Thurston y col., 2001), en caballos (Amann y Pickett, 1987), en
cerdos (Holt y col., 2005) o en toros (Eyestoney y First, 1989).

En el presente trabajo y basandose en las diferencias de calidad seminal después de
la descongelacién de los espermatozoides, los moruecos han sido clasificados como
“buenos congeladores”, caracterizandose por presentar valores superiores en los parametros
de viabilidad e integridad de las membranas plasmatica y acrosomal, actividad
mitocondrial, pardmetros cinéticos de velocidad, de progresion, direccion de la cabeza,
“regulares congeladores”, con valores medios en dichos parametros de calidad seminal, y
por ultimo “malos congeladores”, con los valores méas bajos de calidad seminal
observados. Sin embargo, muchos mas estudios, con especial atencion al analisis de
fertilidad in vivo e in vitro, asi como con un mayor numero de individuos testados, deberian
llevarse a cabo para poder confirmar la existencia de estas tres supuestas categorias de

machos donantes.

De todas maneras, estas posibles diferencias en la congelabilidad entre machos
podria deberse a una defectuosa espermatogénesis o fallas en la maduracion en el
epididimo, principalmente en machos malos congeladores (Calvin y Bedford, 1971). Esto
llevaria a la aparicion de diferencias entre eyaculados de malos congeladores y buenos
congeladores en parametros como la longitud de las cadenas de &cidos grasos poli-
insaturados de la membrana citoplasmatica o los niveles de colesterol de dicha membrana
(Waterhouse y col., 2006). Otra causa podria ser diferencias en los niveles intracelulares de
proteinas de importancia en la resistencia ambiental del espermatozoide (Holt y col., 2005;

Hernandez y col., 2007). En este sentido, se ha reportado en verracos una mayor presencia
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de la proteina HSP90 en el semen de buenos congeladores cuando se comparan con los
malos congeladores (Casas y col., 2010). De esta forma, los buenos congeladores tendran
una mayor proteccién contra el enfriamiento y choque osmético producidos durante la
congelacion-descongelacién. Varios estudios indican que la variabilidad en la congelacion
de eyaculados esta relacionada con la linea genética de la que proceden los verracos
(Thurston y col., 2001), si bien la heredabilidad genética para esta caracteristica de
congelabilidad es baja (Safranski y col., 2011). También en toros, Killian y col. (1993)
encontraron una asociacion entre los buenos congeladores y malos congeladores y la
composicion de sus proteinas del plasma seminal. En ese estudio, se observdé como dos
proteinas (26 kDa/6’2 pl y 55 kDa/4,5 pl) predominaban en los buenos congeladores,
mientras que otras dos proteinas (16 kDa/4’1 pl y 16 kDa/6’7 pl) prevalecian en los malos
congeladores. En moruecos, la presencia de proteinas RSVP14 y RSVP20 en el plasma
seminal parece afectar también la calidad del semen tras la criopreservacion (Barrios y col.,
2005.
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6. CONCLUSIONES

1. La yema de huevo en polvo puede utilizarse de forma satisfactoria en la
refrigeracion y congelacion de espermatozoides ovinos, substituyendo el uso
tradicional de la yema de huevo fresco y aportando una mayor homogeneidad y
seguridad sanitaria en la elaboracion de los diluyentes de conservacion,
independientemente de la edad del donante (1 vs 2 afios), mientras que la adicion de
yema de huevo clarificada no supone una ventaja en la supervivencia tras la

conservacion.

2. Laeliminacion del plasma seminal mediante centrifugacién previa a la conservacion
del semen ovino mejora la calidad de los espermatozoides tras el proceso de
refrigeracion y congelacion-descongelacion. Esta mejora parece no deberse a la
ausencia del plasma seminal, ya que la suplementacion con un 13 % de plasma
seminal en los medios de crioconservacion de los espermatozoides lavados no tuvo

efecto en los parametros de calidad seminal.

3. La yema de huevo en polvo y la lecitina de soja muestran una similar capacidad
crioprotectora, tanto en la refrigeracion y como en la crioconservacién espermatica,
siendo esta capacidad mayor cuando se complementan con glicerol en un sistema

tampon TRIS que respecto al uso de la trehalosa y/o TEST.

4. La inclusion del butil hidroxitolueno (0.6 mM) como crioprotector en sustitucion a
la yema de huevo fresco convencional no es adecuada para la criopreservacion de
espermatozoides de morueco, ya que tanto junto al glicerol como a la trehalosa, se
obtuvieron los valores mas bajos en todos los parametros de calidad seminal

evaluados tras la refrigeracion y descongelacion.

5. Se recomienda la suplementacion con butil hidroxitolueno como antioxidante en los

medios de conservacién, ya que mejora la calidad seminal tras la conservacion,
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independientemente del crioprotector utilizado, edad del donante/fotoperiodo o de la
presencia o no de plasma seminal en el diluyente, especialmente en el caso de usar

el sistema tampdn TRIS y siendo la concentracion éptima de 5.0 mM.

La adicion de melatonina como antioxidante a una concentracién de 1mM en el
medio de congelacion no mejora la calidad seminal tras la conservacion del semen
de animales de 30 meses de edad durante el fotoperiodo positivo, aunque mejora
ligeramenter la resistencia osmoética de los espermatozoides descongelados

sometidos de nuevo a un shock hiposmatico.

La aplicacion de implantes subcutaneos de melatonina en nuestros machos durante
la primavera mejor6 la concentracion espermética y la resistencia al shock
hipoosmotico del semen fresco procedente de donantes de 18 y 30 meses de edad,
aunque no mejor6 la calidad espermatica de los espermatozoides una vez

refrigerados o descongelados.

Los moruecos de 26 meses de edad presentan una mejor calidad seminal inicial en
cuanto a una mayor concentracion y resistencia al shock osmatico que animales mas
jévenes. Asimismo, los machos de 18 meses de edad presentan mejor calidad inicial
del semen fresco, refrigerado y descongelado que los animales de 14 meses de edad.
No obstante, la supuesta inferioridad de los espermatozoides procedentes de
donantes mas jovenes, en concreto de 18 meses, respecto a la de los 26 meses puede
ser facilmente contrarrestada con la adicion de BHT en los medios de conservacion,
mejorando sustancialmente la calidad de los espermatozoides refrigerados o incluso

descongelados, en fotoperiodo positivo.

La susceptibilidad de los espermatozoides a la congelacién-descongelacion de
manera individualizada no fue igual para todo los moruecos, lo que parece mostrar
la existencia de individuos malos congeladores, buenos congeladores y también
machos “regulares” congeladores, aunque muchos mas estudios, con especial

atencion al andlisis de fertilidad in vivo e in vitro, asi como con un mayor nimero
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de individuos testados, deberian llevarse a cabo para poder confirmar la existencia

de estas tres supuestas categorias de machos donantes.
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8. ANEXOS

Tabla 1. Composicién quimica de la yema de huevo en polvo

COMPOSICION QUIMICA valor tipico  Unidades
Humedad 4%

Energia 663 Kcal/100g
Proteinas 30 9/100g
Carbohidratos 0.7 9/100g
Lipidos 60 9/100g
Ac. Grasos saturados 20.3 9/100g
Ac. Grasos monoinsaturados 25.3 g/100g
Ac. Grasos poliinsaturados 7.3 9/100g
Colesterol 2.6 9/100g
Tiamina 0.29 mg/100g
Riboflavina 0.4 mg/100g
Equivalentes de Niacina 4.2 mg/100g
Vitamina B6 0.3 mg/100g
Vitamina B12 5 1g/100g
Vitamina C 0 mg/100g
Vitamina A (Eg. de Retinol) 2740 U1/100g
Vitamina D 285 U1/100g
Vitamina E (Eq, a- tocoferol) 9.1 mg/100g
Vitamina K 2 1g/100g
Biotina 53 1g/100g
Calcio 267 mg/100g
Fosforo 590 mg/100g
Hierro 7.2 mg/100g
lodo 0.25 mg/100g
Zinc 7 mg/100g
Magnesio 0.19 mg/100g
Sodio 51 mg/100g
Potasio 243 mg/100g
Selenio 19 mg/100g
Bacterioldgicas

pH 55-7.0

Recuento total
aerobios/gr.

10.000 ucf/gr. Maximo

Enterobacterias/gr. 10 méximo
Salmonela/ 50 gr. Ausencia
Estafilococos aureus/gr. Ausencia
Organolépticas Olor, color y sabor caracteristicos

NIVE: Nunspeet Hodland Eiproducten.
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