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RESUMEN
El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de adicion de plasma seminal hetero
especifico (toro a carnero) al diluyente para procesar semen de carnero sobre su viabilidad
post descongelado. Se obtuvieron eyaculados de carneros Black Belly adultos de fertilidad
probada, los cuales se fraccionaron para procesar/congelar con diluyente al que se adiciond
0 (T0),5(T5), 10 (T10) y 20 % (T20) de plasma seminal obtenido de toros con antecedentes
de alta resistencia seminal a la congelacién; 10 réplicas. Se evalu6 con un sistema CASA el
porcentaje de motilidad progresiva (MP), velocidad progresiva (Vp), porcentaje de
espermatozoides estaticos (Ee), velocidad de trayecto (Vt), velocidad de via (VV) e indice de
linealidad (Li). Asimismo, se determind el % de espermatozoides con integridad de
membrana (H+) en la prueba HOST. El nivel de adicion de plasma influy6 en la MP (32.6a,
36.1b, 33.9ab, 34.6ab %; P=0.13), Vt (94. 1?3, 93. 3?,89.1ab, 85.3b um/seg; P=0.01) y Vv
(193.4%, 190.1ab, 182.7bc, 174c pm/seg; P=0.004), sin afectar los demas patrones de
motilidad. El tratamiento también influyé en el H+(45.2a, 49.7b, 53.4c, 53.7¢ %; P=0.0001).
El nivel de adicion de plasma seminal de 5 % tendié a mejorar la MP post descongelado con
respecto al control sin afectar la velocidad espermatica e incrementd el porcentaje de
espermatozoides con integridad de membrana plasmatica. Esto sugiere que el plasma seminal
de toros de alta resistencia ala congelacion presenta potencial como aditivo del diluyente de
congelacion para mejorar la viabilidad post descongelado de semen de carnero.

Palabras clave: Semen de carnero, Aditivos para diluyente, Proteinas de plasma

seminal
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of addition of hetero specific
seminal plasma (bull to ram) to ram semen freezing extender, on sperm cell post thaw
viability. Ejaculates were obtained from adult Black Belly rams of proven fertility, which
were fractionated and frozen after being extended with a comercial extender added with 0
(TO), 5 (T5), 10 (T10) and 20% (T20) of seminal plasma obtained from bulls with high
seminal resistance to freezing; 10 replicates. The percentage of progressive motility (MP),
progressive speed (Vp), percentage of static sperm (Ee), path speed (Vt), track speed (VVv)
and linearity index (Li) were evaluated with a CASA system. Likewise, the % of spermatozoa
with membrane integrity (H +) was determined in the HOST test. The level of plasma
addition influenced the MP (32.6a, 36.1b, 33.9ab, 34.6ab %, P = 0.13), Vt (94.1a, 93.3a,
89.1ab, 85.3b um/sec, P = 0.01) and Vv (193.4? 190.1ab, 182.7bc, 174c um/sec, P = 0.004),
without affecting the other motility patterns. The treatment also influenced the H + (45.2a,
49.7b, 53.4c, 53.7¢ %, P = 0.0001). Addition of 5% hetero specific seminal plasma to the
extender, tended to improve post-thaw MP with respect to the control without affecting sperm
cell velocity. Likewise, it increased the percentage of sperm cells with plasma membrane
integrity. This suggests that bull seminal plasma obtained from bulls with records of high-
resistance to semen freezing, could be used as an additive for ram semen extender to improve
post-thaw sperm cell viability.

Keywords: Ram semen, Additives for extenders, Seminal plasma proteins
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l. INTRODUCCION

Al realizar la congelacion de semen de carnero, la concentracion requerida por dosis
de inseminacion, a diferencia de otras especies, necesita ser mayor (Youngquist & Threlfall,
1997), ya que los espermatozoides sufren mayores dafios por lipoperoxidacion e inestabilidad
de la membrana plasmatica. Estos dafios se deben a la composicion de la membrana
plasmatica en la especie ovina, la cual contiene mayor concentracion de lipidos con doble
ligadura o insaturados (Salamon & Maxwell, 2000). Lo anterior, causa que al realizar el
proceso de congelacion y eventualmente descongelacion, se lleven a cabo reacciones
acrosdmicas prematuras, alteraciones en las funciones espermaticas como la motilidad y

eventualmente la muerte celular.

En el plasma seminal del carnero podemos encontrar diferentes sustancias que ayudan
a la supervivencia del espermatozoide durante su viaje hasta el sitio donde ocurre la
fertilizacion del 6vulo, asi mismo ayudan a un mejor transporte y a activar la motilidad del

esperma (Maxwell et al., 2007).

Se han hecho multiples estudios de los componentes mas importantes del plasma
seminal y de su funcién, asi se ha encontrado que la adicion de plasma seminal a espermas
de carnero en shock térmico puede revertir las alteraciones membranales por la adhesion de
proteinas seminales a la membrana celular de los espermas (Barrios et al., 2000). La
presencia de proteinas denominadas BSP en el plasma seminal, ayuda a estabilizar la
membrana plasmatica, lo cual eventualmente ayuda al esperma a no llevar a cabo las
reacciones acrosomicas prematuramente. Estas proteinas son ubicuas en los mamiferos en
general. EI momento en que actlian es durante la emision y la eyaculacién, cuando se unen
especificamente a mas del 60% del total de los fosfolipidos de membrana previniendo su
movimiento laxo (Manjunath & Thérien, 2002). Tambiéen se ha observado que las proteinas
seminales actuan como factores decapacitantes inhibiendo las reacciones acrosémicas.
(Henault et al., 1995). Las proteinas BSP se encuentran en mayor proporcion en el plasma
seminal de bovinos comparado con los ovinos (Bergeron and Manjunath, 2006). A su vez,
dentro de la especie bovina también hay una mayor cantidad de proteinas BSP en machos

cuyos eyaculados son de alta resistencia a la congelacion/descongelacién (Jobim et al.,2004).



Por eso, en este trabajo se planteo utilizar plasma seminal de toros con alta resistencia de
células espermaticas a la congelacion, como aditivo en un diluyente comercial para
procesamiento de semen de carnero, y asi tener una mayor proteccion de los espermatozoides

al proceso de congelacion/ descongelacion.



Il. ANTECEDENTES

2.1 Ovino cultura en México

México se encuentra entre los paralelos 14° 32" 27y 32° 43" 06” (INEGI, 2003) que
va desde el rio bravo en el norte hasta el Suchiate en el sur, esto ayuda a que haya un gran
rango de variacion en su clima, teniendo todo un abanico de climas secos, calidos y templados
(INEGI, 2005).

Esta amplia gama de climas nos lleva a tener diferentes tipos de produccion
dependiendo tanto de este factor como del econdmico.

En México los datos més recientes segun-la FAO nos indican que la poblacion de
ovinos en México en 2014 era de 8,575,908 cabezas habiendo un incremento del 21.08% en

los Gltimos 10 afios.

El inventario de ganado se encuentra distribuido por toda la republica mexicana, pero
en el centro podemos encontrar mayor porcentaje de ovinos, dividido de la siguiente manera;
en el estado de México,12.1%, hidalgo, 11.2%, puebla, 8.6%, Guanajuato, 7.5%, Zacatecas,
5.6% y Veracruz, 5% (INEGI, 2007).

La ovino cultura en México es bastante importante, se estima que alrededor de 50,
000 productores se dedican a la cria de ovinos, de los cuales el 34% vive totalmente de la
produccion. Ademas de las personas que trabajan con la lana, de estos se ven beneficiados
12,000 artesanos (Medrano, 2000).

En el pais podemos encontrar en su mayoria ovinos criollos y solamente un porcentaje
bajo es de raza pura (INEGI, 2007). Una de las razas que mejor se han acoplado a los diversos
climas de México es la raza Black-belly; Esta proviene de la isla de barbados, donde los
holandeses introdujeron al borrego de lana los cuales cruzaron con borregos traidos de africa.

Es un borrego de zonas tropicales y en México se produce a lo largo de casi toda la republica,



desde el tropico hasta las zonas mas templadas. Algunas de sus caracteristicas son, rustico,
prolifico, no estacional, abundante produccion de leche, y tiene de 2 a 3 crias (Partida et al.,
2013) .



2.2 Biotecnologia reproductiva
Cuando hablamos de sustentabilidad de la produccion y reproduccion de animales es
importante mencionar a las biotecnologias que pueden hacer mas eficientes los procesos y

faciles de monitorear.

Algunos ejemplos son, el sexado del semen, encapsulacion del esperma,
transcriptomica del esperma, marcadores genéticos del semen, maduracién fertilizacion y
cultivo in vitro, inyeccion intracitoplasmatica del esperma, criopreservacion de embriones y
gametos, tecnologia de transferencia de embriones, sexado de embriones, genémica de
embriones, transferencia de nucleo somatico celular, tecnologias de células madre,

nanotecnologia entre muchos otros (Choudhary et al., 2016).

Aunque muchas de estas tecnologias ya son- utilizadas comdnmente, otras se
mantienen con el fin de realizar investigaciones especializadas para poder comprender y
mejorar la productividad y funciones de los animales de interés productivo. Muchas de estas
tecnologias no son accesibles en paises.de tercer mundo. Y otras que no son tan costosas no
se utilizan tanto como se podria por la falta de informacion, mano de obra, etc (Rischkowsky
& Pilling, 2010).

Aunque se tienen estas limitantes se ha reportado que en la mayoria de los paises estas
tecnologias se estan utilizando y en américa latina en el caso de los bovinos se utiliza en un

100% de los paises de los cuales se tienen reportes (Cuadro 1).



Cuadro 1. Uso de biotecnologias por especie (Rischkowsky & Pilling, 2010).

Inseminacion artificial

Trasplante de embriones

Tecnologia genética molecular

IA con _, ] IA con Proporcion de IA con Proporcion de
) » Proporcion de paises | _, ] ) _, )
informacion informacién paises que informacién paises que
Reqi6 que emplean la
egion sobre ) sobre emplean la sobre emplean la
_ tecnologia ) ) ) )
especies especies tecnologia especies tecnologia
) Otra ) Otra ] Otra
Bovinos ) Bovinos ) Bovinos ]
especie especie especie
América
latinay
) 21% 100% | 71% 12 100% 33% 9% 78% 89%
el caribe

Todas estas tecnologias se han desarrollado desde antes de que tuvieran el nombre de

biotecnologias, la méas ampliamente usada, la inseminacion artificial, se utilizé en el siglo

X1 por primera vez; Es una de las més utilizadas y exitosas en especies como los bovinos

asi como la criopreservacion, que se define como el almacenamiento de material biologico a

baja temperatura durante largos periodos de tiempo (Restrepo, 2008).

Esta tecnologia en conjunto con la inseminacion artificial ayuda a que en un corto

periodo de tiempo se pueda tener crias con informacion genética de alto valor que ayude a

tener mayores rendimientos productivos.




2.3 Semen y sus componentes

2.3.1 Espermatozoides

Los espermatozoides son los gametos del macho los cuales se producen en los tubos
seminales de los testiculos. Estdn conformados por la cabeza y la cola Unicamente. La

membrana plasmatica de los espermatozoides contiene de un 65 a 75 % de fosfolipidos.

CORTEZA HELICOIDAL

COLA PROPIA

Figura. 1.-Morfologia del espermatozoide maduro (de Alba, 1964).

El acrosoma es una pequefia membrana que rodea la cabeza del espermatozoide
dentro de ella se encuentran diversas enzimas que son necesarias para la fecundacion del

ovocito.

En la cabeza, dentro del nicleo se encuentran los cromosomas (DNA) los cuales son
los portadores de la informacidn genética que sera pasada a la siguiente generacion (Moore
etal., 2016).

El cuello es una region un poco mas gruesa que el flagelo porque ahi se encuentran
una serie de mitocondrias que generar la energia necesaria para que el flagelo se pueda mover.

En ciertas condiciones de calor o estrés esta parte puede desprenderse de la cabeza.



Y la cola estd conformada por dos partes mas, la parte principal que es la parte mas
larga de la cola la cual estd conformada por proteinas como fibrinas que son productores de
su movimiento particular y la ultima parte de la cola es una pequefia extension que no tiene

actividad proteica o de energia (Hancock J.L., 1952).

Aproximadamente el tamafio de un espermatozoide de carnero mide 60-um, la parte
mas larga es la cola y la cabeza mide aproximadamente 8-10 pum.

2.3.2 Movimiento

Se ha observado en humanos que hay una correlacién entre sujetos con baja motilidad

progresiva y una alta fragmentacion en el DNA (El-Bashir et-al., 2018).

Cuadro 2. Patrones de movimiento de espermatozoides sub fértiles o infértiles (Ax R.L. et
al., 2000).

Patron de | Cola del | Cabeza del | Movimiento y
movimiento y | espermatozoide espermatozoide progresion del
morfologia espermatozoide

Circular vibratoria. | Temblor rapido o | Sin movimiento o | Movimiento, sin

lento de lado a lado; | vibrando en un solo | avanzar,

vibracion en general, | lugar perpendicular,
doblado en curva o oblicuo, horizontal
inmovil. en sentido 0

contrasentido de las

manecillas del reloj.

Rapido Vibracion y | Irregular, Movimiento minimo
movimiento rapido, | propulsora, sin rotar. | y erratico, sin rumbo

fijo.




Rotacional Ondulacion de poca | Rotacion del | Movimiento rapido

magnitud. espermatozoide. hacia el frente en
linea recta.

Cabeza o cola|La amplitud de la | Irregular, Orbita circular si no
asimetrica cola es asimétrica | propulsora, hay rotacion

hacia los dos lados. | usualmente no rota

Espermatozoides La amplitud de la | Irregular, Perpendicular,

con gota | cola es asimétrica | comunmente oblicua, pocas veces

citoplasmatica hacia los dos lados; | meciéndose, pocas | progresiva.
vibracion rapida. veces rotacional.

Espermatozoides Disminuyendo, Lento; - propulsion | Depende de tipo de

aglutinados. movimiento irregular, aglutinacion.
vibratorio, lento. meciéndose.

Se considera que un eyaculado de alta calidad den carneros tiene menos del 10% de

anormalidad y una motilidad mayor al 85% (Ax R.L. et al., 2000).

2.3.3 Plasma seminal
El semen es un fluido generado por el macho, el cual contiene a los gametos
masculinos los cuales estan protegidos por un liquido altamente nutritivo para estas células

Ilamado plasma seminal; su composicidn varia entre especies.

El plasma seminal esta producido de secreciones de los testiculos, el epididimo y
otras-glandulas sexuales (Aslam et al., 2014).

En el carnero podemos encontrar diferentes sustancias que ayudan a la supervivencia
del espermatozoide durante su viaje hasta el dvulo, asi mismo ayudan a un mejor transporte,
a activar la motilidad del esperma (Maxwell et al., 2007).

También se ha estudiado que las proteinas presentes en el plasma seminal inhiben las

reacciones acrosomicas (Henault et al., 1995). Los principales componentes son:



a) Moléculas: fructosa, sorbitol, inositol, ac. citrico, ac ascérbico,
glicerilfosfatidilcolina, prolactina, insulina, colesterol, fosfolipidos, prostaglandinas, una
amplia variedad de proteinas.

b) lones: Na*, K, CI", Zn, Mg, bicarbonato, fosfatos (Celeste & Vilanova, 2015).

Para poder mantener a todas estas sustancias el plasma mantiene un Ph de 7 este

también protege a la célula.

Se han hecho multiples estudios de los componentes mas importantes del plasma
seminal, asi se ha podido probar que la adicién de plasma seminal en espermas de carnero en
shock térmico puede revertir las alteraciones membranales por medio de la absorcion a través
de la membrana celular del esperma (Barrios et al., 2000). Se ha probado la adicion de plasma
seminal autélogo de carnero en el momento de la descongelacion mejora la motilidad y la
integridad de la membrana (El-Hajj et al., 2007). Segun Gunay et al. La adicion de plasma
seminal de toro al diluyente en el proceso de congelacion de semen de carnero tiene un efecto
positivo en la fertilidad al realizar inseminacion artificial (Gunay et al., 2006).

Se han hecho estudios en los cuales se ha agregado plasma seminal tanto heterélogo
como autoélogo (toro, perro y trucha arcoiris) como medios post descongelacion para ayudar
en la sobrevivencia y en la fertilidad mostrada por las hembras, aunque no se ha observado
una mejoria con plasma seminal de toro y perro y si con el de carnero y trucha (Mataveia et
al., 2010; Rovegno et al., 2012; Ustuner et al., 2016).
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2.4 Proteinas BSP

Las proteinas de union al espermatozoide, BSP por sus siglas en inglés, son las
proteinas mas abundantes encontradas en el plasma seminal de toro este tiene una
concentracion de 20-40 mg/ml que seria aproximadamente 65% de las proteinas totales
(Majunath et al., 1988). Son 4 fracciones diferentes con masas moleculares que van de 15500
a 16500 kDay P.I de 3.6-5.2 (Majunath, Sairam & Uma, 1987).

Las BSP se unen especificamente a fosfatidilcolina, fosfatidilcolina plasmogeno y
esfingomielina, estos representan mas del 60% de los fosfolipidos de la-membrana (Parks et
al., 1987). Se ha mostrado en estudios que los espermatozoides ligados a BSP sufren de
hiperactivacion y reacciones acrosomicas en presencia de moléculas propias del tracto
reproductor femenino (Therién et al., 1995; Therién et al., 1997).

En el momento de la eyaculacién los espermatozoides se mezclan con fluidos de las
glandulas accesorias en donde se encuentran presentes las proteinas BSP asi estas proteinas
cubren la membrana de los espermatozoides estabilizandola por su paso en la mucosa cervical
y hacia el utero (Manjunath & Thérien, 2001).

Aunque estas proteinas se encuentran presentes en todos los toros se ha detectado que
hay cambios en la concentracién de diferentes proteinas BSP entre los toros de alta capacidad
de congelacién y los de baja(Jobim et al., 2004).

Estas proteinas-se encuentran no sélo en los bovinos sino en la mayoria de los
mamiferos. En el Carnero estas proteinas representan aproximadamente el 20% de las
proteinas totales del plasma seminal, estas proteinas son denominadas RSP-15 kDa, RSP-16
kDa, RSP-22 kDa y RSP-24kDa (Bergeron et al., 2005).

Se ha observado que la presencia de plasma seminal de carnero en la congelacion de
semen de carnero ayuda a revertir los dafios causados por el shock térmico al momento de la
congelacién, puede evitar la capacitacion y revertirla (Barrios et al., 2000; Pérez-Pé et al.,
2001).
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2.5 Estrés oxidativo y lipoperoxidacion

El estrés oxidativo es una respuesta de la célula ante una alta concentracion de
radicales libres, tales como las especies reactivas de oxigeno, anion superdxido (O2),
hidroxilo (OH) y el peroxido de hidrogeno (H202). Estas tres moléculas actian como acidos,
sustrayendo electrones de moléculas esenciales para la célula, como lo son, los &cidos grasos
polinsaturados que encontramos en las membranas celulares, los nucledtidos del DNA,

proteinas y carbohidratos (Sies, 1997).

Especificamente en el esperma el estrés oxidativo se da sobre los acidos grasos
poliinsaturados que se encuentran en la membrana celular. El estrés-hace que la membrana
se desestabilice por medio de una lipoperoxidacion que causa un.rompimiento en los dobles

enlaces de estos acidos grasos (Hicks, 2001).

R R

H,0O
74 + "OH —L» / Lipido radical
H -
Iniciacion
Lipido insaturado 0,

Propagacion

R R R
/ 4 + 7/
OOH H ololy
Lipido peroxido Lipido peroxil radical
Figura 2: Proceso de lipoperoxidacion (Young & McEneny, 2001).

Lo que sucede durante la lipoperoxidacion es:

1) Un ROS ataca a una cadena de insaturada de acido graso.
2) Dejando un electrén no pareado dentro de la cadena buscando estabilizarse.

3) Reacciona rapidamente con el O2, formando un radical per 6xilo.
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Estos radicales reaccionan rapidamente con otras cadenas de ac. grasos instaurados
robandoles su hidrégeno, haciendo una reaccion en cadena con todos los &cidos Grasos
cercanos (Hicks, 2001).
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2.6 Procesamiento de semen.

2.6.1 Obtencidn del eyaculado

La obtencion de semen puedes realizarse por diferentes métodos como la utilizacion-de
vagina artificial, electro eyaculacion y masaje guiado por ultrasonido transrectal a las
glandulas accesorias (TUMSAG).

La EE no se usa en muchos paises ya, debido a la preocupacion por el bienestar animal (Abril-
Sanchez et al., 2019). EI método mas utilizado es el de la vagina artificial,-en esta se utiliza
un aparato que intenta recrear las condiciones naturales de la vagina. Consta de una vagina

artificial, un liner, un cono de recoleccion y un tubo de recoleccién

En los carneros el semen tiene una coloracion blanca. En un-eyaculado se obtienen de 0.5 a

2 ml en machos maduros y en jovenes de 0.5 a 1.2 ml (Ax et al., 2016). La concentracion es

de 3.5 X109 a 6 x 109 espermatozoides/ml

A la VA se le coloca el liner creando una bolsa donde se contiene agua caliente de 41
a 45 °Cy puede crearse presion con aire insertado por la boquilla de la VA. Estos dos factores

son cruciales para la eyaculacidn en rumiantes.

Al macho se le deja hacer de 2 a 3 montas falsas para estimulacién y asi obtener

eyaculados de mayor volumen (Caravaca et al., 2003).

Los conos pueden ser desechables o reutilizables. Los reutilizables estdn hechos de
caucho y se pueden lavar y esterilizar. Lo desechables son de plastico y no se recomienda

utilizar en mas de una ocasion.

Los tubos utilizados son comunmente de vidrio, aungue se pueden utilizar de plastico,
se recomienda utilizar tubos que empiecen su graduacién desde los 0.5 ml 0 menos para saber

el volumen exacto.
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Cuadro 3. Caracteristicas del semen de carnero (Hafez, 1980).

Caracteristicas Carnero
Volumen del eyaculado (ml) 0.8-1.2
Concentracion espermatica (millones/ml) 2000-3000
Espermas/eyaculado (billones) 1.6-3.6
Espermatozoides motiles (%) 60-80
Espermatozoides morfolégicamente | 80-95
normales (%)

Proteina (g/100ml) 5

pH 5.9-7.3
Fructosa 250
Sorbitol 26-170
Acido citrico 110-260
Inositol 7-14
Gliceril fosforil colina (GPC) 1100-2100
Ergotionina 0

Sodio 178 + 11
Potasio 89+4
Calcio 6+2
Magnesio 6+0.8
Cloro 86

Los tubos se colocan en bafio maria para evitar shock térmico a los espermatozoides.
Los eyaculados no deben de exponerse directamente a la luz, por lo tanto, se utiliza una

manga que cubre desde la vagina hasta el tubo de bafio maria.
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A los machos se les puede entrenar previo a la obtencién de los eyaculados. Se utiliza

una hembra sincronizada previamente para que el macho este incentivado a saltar.

Mientras que el macho es manejado la persona con la VA debe de estar a la altura del
borrego y listo con la VA con temperatura y presion adecuada. En el momento del salto se
desvia el pene hacia la VA y si el macho salta hacia arriba y adelante se ha_ obtenido un

eyaculado. Si esto no sucede se deja que el macho haga mas montas.
Inmediatamente después de la eyaculacion este debe ser procesado.

Comunmente se hace una pre-dilucion 1:1 para que el semen este protegido mientras
se realizan las pruebas pre-congelacion. El tiempo maximo que puede pasar antes de hacer

la dilucidn final no debe de pasar de una hora.

Figura 3: Recoleccion de semen de carnero
2.6.2 Empaquetamiento del semen
2.6.2.1 Diluyentes

El contenido de los diluyentes en general contiene:
e Antibidticos.

Se utilizan por requerimiento oficial tanto nacional como internacionalmente. Esto se

da porque los microorganismos compiten con los espermatozoides por los nutrientes

16



existentes en el diluyente o por las toxinas subproducto del metabolismo microbiano.
También para que al momento de inseminar a las hembras estas no tengan oportunidad de
desarrollar alguna infeccion con las bacterias presentes en el diluyente. Los antibidticos

usados comunmente en estos productos son: Neomicina, penicilina di-hidro-estreptomicina.
e Proteinas

Las proteinas mas utilizadas son la yema de huevo y la leche descremada. La
utilizacion de estas proteinas se debe a la capacidad de proteccion y nutricion al
espermatozoide. La yema de huevo tiene un alto peso molecular y una baja densidad
lipoproteica lo cual brinda proteccion al espermatozoide en el shock térmico y reduce la
pérdida de enzimas encontradas en el acrosoma. La leche descremada sirve como nutriente
por su composicion alta en glucosa y galactosa, también como buffer de pH por su alto
contenido de caseina que también ayuda en la quelacién de metales pesados (Cérdova-
Izquierdo et al., 2008).

También se han empezado a utilizar proteinas de origen vegetal esto por las
reglamentaciones internacionales para la exportacion o importacion de pajillas como medida
de bioseguridad. Algunas ventajas es su baja citotoxicidad, y su mayor contenido es de
fosfolipidos de tipo L-a-fosfatidilcolina para las proteinas que proviene de la lecitina de soya.
(Sharafi et al., 2009)

e  Azlcares

Estan presentes azucares de poca permeabilidad a la membrana plasmatica, como
lactosa, sucrosa, rafinosa, trealosa y diferentes dextranos que sirve como un gradiente para
la osmolaridad y sirve para quitar un poco de agua del interior de la célula y asi disminuir la
cantidad de cristales de hielo en el interior.

También hay azUcares que sirven como alimento para la célula como la glucosa.
e  Crio protectores

Pueden ser protectores externos a la membrana o internos.
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Estos dos crio protectores tienen diferentes funciones en cuanto a la proteccion de la
membrana. Los que son de tipo intracelular son permeables a la membrana (glicerol) y los
protegen desde adentro evitando que se formen cristales de hielo en el interior y los que son
extracelulares (NaCl) disminuyen el estrés osmatico en el medio (Fickel, Wagner & Ludwig,
2007).

e Antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas que previenen que las especies reactivas de oxigeno
cambien la composicion de las moléculas, oxidandolas. Para disminuir la perdida de
motilidad y vitalidad asi como reducir la proporcion de espermatozoides capacitados se han
probado antioxidantes como Tempo (2,2,6,6 tetramethyl-1-piperidinloxyl) que es un analogo
de la enzima superédxido dismutasa o la vitamina E (Mara et al., 2005).

e Buffers

Se utilizan sistemas buffers para-mantener el pH ideal para la sobrevivencia del
espermatozoide, se utilizan sales como citrato sodico, Bicarbonato sédico, EDTA, cloruro de

potasio, acido citrico, Tris buffer, HEPES.

2.6.2.2 Curva de enfriamiento

El bajar la temperatura directamente de los 37° a 5° que seria la temperatura en la que se

podria empezar a hacer el empaquetamiento se produce un shock térmico.

Esté reportado que la temperatura clave para este shock en semen de carnero va de los -
10°C alos 25 °C.

La razon de enfriamiento mejor evaluado para carnero es de -15°C/ min a -100°C/min.

2.6.2.3 Congelacién

El semen del carnero se puede congelar empleando la metodologia convencional

(congelacion lenta) o la metodologia rapida (congelacion rapida) pudiendo emplearse
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para el efecto pajuelas de plastico, ampolletas o pellets; EI semen congelado con la
metodologia rapida mejora la supervivencia de los espermatozoides (Evans et al.,
1990).

El método de congelacién de un solo paso es ampliamente empleado en la
congelacion de semen de carnero por su simplicidad y menor manejo del semen antes
de su congelacion; para hacer la dilucion de un solo paso, el semen se diluye a la
dilucion final de pre congelacion a 30°C con diluyente que contiene glicerol y luego
se refrigera a temperatura de 5°C por 1,5 a 2 horas para luego ser expuestas a vapores

de nitrégeno liquido y posterior sumergimiento en el mismo (Evans et al., 1990).

2.7 Evaluaciones de eyaculados

2.7.1 Evaluaciones pre-congelacion
Las evaluaciones realizadas pueden ser macroscopicas 0 microscopicas.
Dentro de las macroscopicas podemos encontrar:
a) Licuefaccion
Observamos en la muestra total gue no se tengan grumos, coagulos.
b) Apariencia

Esta apariencia se refiere a como lo vemos, si es muy traslucido, si tiene alguna coloracion

en especial. La coloracion normal para carneros es blanco-lechoso o crema palida.

En carneros el eyaculado tiene a ser muy solido por la alta concentracion de espermatozoides

y de una coloracién blanca-nacar.
¢) Volumen

Se mide comdnmente dentro del tubo conico receptor los ml, no se mide comdnmente con
probetas o pipetas por la pérdida de muestra que se puede tener (LOpez-Garcia, Urbano-

Felices & Cardenas-Pavedano, 2012). En carnero el volumen del eyaculado va de 0.5-2 ml.
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Los volumenes cambian dependiendo de la técnica de obtencion del semen.
Comunmente cuando se obtiene por medio de electro eyaculacion tiende a ser mayor el
volumen, pero menor concentracion mientras que con la VA se tiene un volumen menor y

una concentracion mayor.

Las evaluaciones microscopicas son las que se usan para caracteristicas indetectables

a simple vista:
a) Motilidad masal

La motilidad masal es la primera evaluacion que se hace al semen. Esta consta en
observar una gota de semen en un portaobjeto a 40X. Esa tiene que mostrar una motilidad
ondulatoria y constante. Esta evaluacion es puramente personal (Ax et al., 2016).

b) Motilidad individual

Para la motilidad progresiva individual se utiliza una gota de semen con 10 ml de
diluyente o solucion salina, se monta en el portaobjetos y se cubre con cubreobjeto, se
observa a 40X. Se evalua la cantidad de motiles sobre la cantidad de estaticos y se pone una

calificacion en porcentaje en base a esa observacion.

Por ejemplo, si vemos mas de la mitad moviéndose vigorosamente en linea recta es
un semen que deberiamos de congelar en cambio si observamos que mas de la mitad estan

muertos no se haria.una congelacion de ese eyaculado.
c) Concentracion.

La concentracion puede ser medida por diferentes métodos. Por medio de
Espectrofotdmetro en el cual se calibra haciendo una curva con diferentes concentraciones
conocidas de espermatozoides. La longitud de onda utilizada es de 530 nm (Cueto et al.,
2016).

Asi al hacer la medicion se puede comparar la absorbancia conocida con la de la curva

patrén. Esto es posible si tenemos un espectro que sea transportable al area de trabajo.
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Otra forma de conocer la concentracion es por medio del conteo manual del
eyaculado. Se utilizan cadmaras especiales para hacer el conteo. Puede ser una camara de
Neubauer mejorada. Esta camara tiene una capacidad para 100 pl en cada una de sus sub-
camaras. Para cargarlas se puede tefiir 0 no la muestra, y entre el cubreobjetos y el

portaobjetos se carga el liquido.

La camara cuenta con una cuadricula, cominmente se utiliza el cuadro central que
consta de 25 cuadros de 0.04 mm?. En esta cuadricula se ubican los 4 cuadros de las equinas

y el del centro (Ver fig. 4)

Cémara Neubauer ~ormm

Canal transversal

A " T

R 3 P I 1
Canales longitudinales |
i
3‘ c
[~ 1 mm -
2 3
1
15} {4}
- 6 I~
J
0,2 mm

Figura 4. Conteo en cdmara de Neubauer mejorada (Cueto et al., 2016).

El conteo se realiza con el objetivo de 40X. Se toman en cuenta todos los
espermatozoides contenidos en cada cuadro y los que estan en la parte superior y derecha de
cada uno, asi los que estan en la linea inferior e izquierda se cuentan dentro del cuadro lateral
o inferior. La diferencia entre el cuadro superior e inferior debe de ser menor al 15%. Si el
conteo tuviera una mayor diferencia se tendria que volver a montar la camara y realizar de
nuevo el conteo (Kvist & Bjorndahl, 2004).
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Las tinciones utilizadas para el conteo de espermatozoides puede ser tinciones que se

utilizan en células muertas.

La tincion de Rosa de Bengala actla sobre células muertas tifiéndolas de rosa. La

dilucion se utiliza 1:100 con suero fisioldgico y Rosa de Bengala al 8%.
Para saber la concentracion del eyaculado se debe de multiplicar:

total de espermatozoides = Conteo X Factor de dilucién X 5 cuadros contados

2.7.1 Evaluacién post congelacion

2.7.1.1 Prueba hiposmética

La prueba hiposmatica se desarrollé en 1984 por Jeyendran et al en espermatozoides

humanos.

Esta prueba se basa en la capacidad de la membrana plasmatica para seleccionar las
moléculas que la traspasan. En un medio hiposmético el agua entraré a través de la membrana
para poder lograr un equilibrio. Entonces esta prueba nos indica si la membrana esta activa

bioquimicamente (Zaneveld et al., 1990).

Visualmente lo que sucede con el espermatozoide realiza un tipo de enrollamiento en

la cola, viéndose a demas hinchados de esta area.

Se ha probado la correlacién entre la capacidad de equilibrar la membrana de los
espermatozoides en un medio hiposmotico y su capacidad de realizar la capacitacion y poder

fertilizar al ovocito (Bedoya et al., 2003).

La Prueba consta en incubar a 37°C el semen con una solucion hiposmdtica y

posteriormente la observacion con microscopia de fases.
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Figura 5. Representacion esquematica de diferentes morfologias expuestas a estrés

por una solucion hiposmotica. a) no alterado. b-g) espermatozoides con diferentes niveles

de hinchamiento (Ramu & Jeyendran, 2013).

Es importante realizar este tipo de pruebas ya que se puede observar motilidad,
aunque la membrana este dafiada e inclusive haciendo Unicamente la prueba supra vital
podriamos observar solo las que estan rotas, pero podrias estar completas y no funcionales

bioguimicamente (Correa & Zavos, 1994).

2.7.1.2 Motilidad progresiva

La motilidad progresiva puede evaluarse de manera manual o con un software
especializado, cualquiera de las dos opciones son evaluaciones confiables (Liu et al., 1991).
El software CASA (Computer Aided Sperm Analisis) se utiliza desde 1985 y desde entonces

hasta la fecha ha tenido cambios para mejorar la evaluacion de semen. (Lu et al., 2013)

Este software nos provee de informacién especifica de la velocidad y los patrones de
movimiento que tienen los espermatozoides. Los pardmetros de movimiento tomados en
cuenta en este software (cuadro 4) nos ayudan a evaluar la calidad del semen que hemos

congelado, entre otras funciones.

Se han hecho estudios en los cuales se ha intentado correlacionar los valores de

movimiento y la capacidad de fertilizacion in vitro y en vivo teniendo resultados positivos

23



mostrando que valores como Velocidad de via (VCL), Velocidad progresiva (VSL),
Amplitud lateral (ALH), el porcentaje de espermatozoides con velocidad progresiva rapida,
Amplitud lateral (ALH), Linealidad (LIN), Velocidad de trayecto (VAP) son apropiados para
predecir esta cualidad (Lu et al., 2013).

En humanos se ha estudiado la relacion de VCL, VSL y VAP con la calidad del semen
y como factores dafiinos como el consumo de tabaco y la exposicion a metales pesados
afectan estas velocidades (Falzone et al., 2008). También se sabe que el decremento en la
velocidad de los espermatozoides es una sefial de un metabolismo deficiente y que esto en el
momento de la fertilizacion disminuye su capacidad, pardmetros.como VCL, VSL y VAP

nos muestran esta caracteristica (Holt, 1989).

Cuadro 4. Parametros cinéticos de CASA (Versetegen, Iguer-Ouada & Onclin,2002;
Lu et al., 2013; Mortimer, 2000).

Parametros cinéticos de CASA

Siglas Nombre Descripcion Ejemplo
Velocidad
VCL
M Velocidad de via | real del
espermatozoide.
Velocidad
que tuvo el

) espermatozoide  del
VSL | Velocidad _
primer punto de su

(2) progresiva _ )
trayectoria al altimo.
Velocidad en linea
recta
VAP | Velocidad de Velocidad
(3) trayecto que tiene el
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espermatozoide  en
todos los cambios de
direccion que tiene su

cabeza.

Es la linealidad de un trayecto

LIN | Linealidad curvilineo. Es la comparacion  de
VSL/VCL.
] Linealidad del camino promedio.
STR | Rectitud .
Es la comparacion de VSL/VAP
) Es que tan seguido el camino
Frecuencia  de - _ _
BCF | curvilineo cruza el camino promedio.
ulso
P Evalla el movimiento del flagelo.
_ La amplitud de la distancia que
ALH | Amplitud lateral

alcanza la cabeza del espermatozoide.

Otra caracteristica que nos puede mostrar CASA es si el espermatozoide esta en un
estado hiperactivado (Mortimer, 2000), indicAndonos esto que pudiera haber realizado la
capacitacién antes de tiempo, esto se debe a que el comportamiento del movimiento del
espermatozoide cambia, estos estudios se han hecho en humanos y podrian ser efectivos

también para animales.
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Cuadro 5. Valores reportados en semen de ovino (Santolaria et al, 2015)

Parametros de motilidad Rangos (min-max)
Motilidad (%) 26.2-94.6
Motilidad progresiva (%) 14.4-73.6
VCL (um/s) 94.7-174.9
VSL (um/s) 42.0-146.3
VAP (um/s) 57.8-163.8
LIN 41.8-89.2
STR 64.6-92.3
WOB 60.7-95.4
ALH (um) 1.7-5.2
BCF (Hz) 6.4-13.0

26




3  HIPOTESIS

La adicion de plasma seminal hetero especifico tendra un efecto positivo sobre la
sobrevivencia 'y viabilidad de espermatozoides de ovino sometidos -a
congelacion/descongelacion, debido a un efecto de estabilizacion de las: membranas

celulares.

4  OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Determinar el efecto de la adicion de plasma seminal heteroespecifico, bovino a
ovino, sobre la sobrevivencia y funcionalidad post descongelacion de espermatozoides de

ovino.

4.2 Objetivos especificos
1) Evaluar el efecto de la adicion de plasma seminal heteroespecifico sobre la

sobrevivencia y motilidad espermatica.

2) Evaluar el efecto de adicion de plasma seminal heteroespecifico sobre la integridad

funcional del acrosoma'y de la membrana plasmatica.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Ubicacion

El trabajo se realizo en:

e El trabajo experimental se llevo a cabo en la unidad de produccién animal Amazcala
(21°40' LN, 99°2' LO, 1900 msnm, 15 °C y 700 mm temperatura y precipitacion
promedio) en los laboratorios de Reproduccion y de Nutricion Animal de la Facultad
de Ciencias Naturales, Universidad Auténoma de Querétaro.

e La obtencion de plasma seminal de toro y la evaluacion de motilidad post
descongelacion, en LIMPER Congelaciones Profesionales S.A. de C.V. (San José el

Alto, Municipio de Querétaro, Qro.).

5.2  Poblacién y muestras

Se utilizaron como donadores de semen carneros de raza Black Belly, en el rango de
2 a 5 afios, clinicamente sanos, en buen estado nutricional (Iindice de Masa Corporal >8.5),
con calificacion de satisfactorio en la evaluacion de capacidad reproductiva (Kimberling y

Parsons, 2007) y antecedentes de fertilidad normal en condiciones de monta natural.

5.3  Experimento
5.3.1 Preparaciondel material de laboratorio

Todo el material que entrd en contacto con el semen o plasma seminal se preparé de

tal manera que no tuviera residuos que afectaran la calidad bioldgica de la muestra.

En breve el procedimiento fue:
-Lavado con agua corriente limpia y jabon neutro débil sin residuos;

-Enjuagado en agua corriente limpia por 10 veces y posteriormente enjuagado otras

10 veces con agua bidestilada o desionizada;
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-Secado por escurrimiento durante aproximadamente 15 min e introduccién en horno

de secado a 75°C por 12 horas;

-Para el material no resistente al calor, remojo en alcohol etilico por 10 min después

del escurrimiento y secado por agitacion al aire;
-Empacado y/o sellado para evitar contaminacion.

5.3.2 Obtencidn del plasma seminal.

El plasma seminal fue obtenido de toros con antecedentes de alta congelabilidad de
semen, en su mayoria raza Jersey y Holstein. Los eyaculados se obtuvieron por medio vagina
artificial (Fig. 6), seleccionado los segundos colectados en cada toro para separar el plasma

seminal.

DE NITRILO

Figura 6: VVagina artificial para carneros

Para evitar degradacion de las proteinas seminales, los eyaculados se centrifugaron a
temperatura de refrigeracion inmediatamente después de colectados (4°C, 15 minutos, 2000
g). Posterior a esta primera centrifugacion, se separ6 la fraccion liquida sobrenadante y se
conservo a 4°C hasta someterla a una segunda centrifugacion (4 °C, 60 min, 10 000 g).
Después de la segunda centrifugacion se separ6 de nuevo la fraccion liquida sobrenadante o
fraccion de plasma seminal sin células (Pérez -Pé et al., 2001).
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El plasma seminal obtenido de varios eyaculados/toros se mezcld con el fin de
obtener un volumen suficiente para realizar las diferentes pruebas en todas las réplicas del
experimento; a partir de esta mezcla se separaron alicuotas de 15 ml las cuéles se congelaron

a -70 °C hasta su utilizacion.

Utilizando el mismo procedimiento se obtuvo plasma seminal de los carneros

utilizados como donadores de semen en el experimento.

5.3.2.1  Pruebas al plasma seminal

53211 Estimacion de proteina total

Se determind el contenido total de proteinas en las mezclas de plasma seminal tanto

de bovino como de ovino mediante el método de Lowry.

Para la prueba de Lowry se utilizo el protocolo montado en el Laboratorio de

Nutricion Animal de la Universidad Auténoma de Querétaro.

Se prepararon los reactivos de la siguiente manera:

A. Carbonato Sddico al 2% en NaOH 0.1M
B. Sulfato Cuprico 5eH20 al 1%
C. Tartrato sodico-potésico al 2%

Al momento de su uso se mezclaron 50 ml de A con 0.5 ml de By 0.5 ml de C; Se

mantuvo protegido de la luz.
Se utilizo el reactivo de fenoles folin-ciocalteau comercial.

La proteina estandar fue albumina de suero bovino [100 mg/ml] (Sigma Aldrich) la

cual se mantuvo almacenada a 8°C hasta su uso.

Para realizar la curva estandar se utilizaron las siguientes concentraciones:
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Cuadro 6. Curva estandar utilizada para prueba de Lowry

No. Proteina Estandar | Reactivo Lowry | Reactivo de Fenoles Folin-Ciocalteau
Tubo [mg/mi] (ml) (ml)

0 0 2.2 0.1

1 0.0625 2.2 0.1

2 0.125 2.2 0.1

3 0.25 2.2 0.1

4 0.5 2.2 0.1

5 1 2.2 0.1

6 2 2.2 0.1

Antes de hacer las determinaciones, se realizaron pruebas con diferentes diluciones

de las muestras de plasma seminal para encontrar la mejor para cada tipo. La determinacion

de proteina en plasma seminal de carnero se hizo en una dilucién 19:1 y en el de toro en una

de 40:1; Las determinaciones se hicieron por triplicado.

Se agregaron a cada uno de los tubos 0.2 ml de muestra méas 2.2 ml de reactivo Lowry,

se mezcld con vortex 'y se dejo incubando a temperatura ambiente por 10 min. Posteriormente

se agregd 0.1 ml del reactivo Fenoles Folin-Ciocalteau y se mezclo con vortex. Se dejo

incubar a temperatura ambiente por 30 min.

Para la lectura se utilizd un espectrofotometro UV-Visible (Thermo Scientific

Genesys 10 UV) a una longitud de onda de lectura de 716 nm.

Se determind la concentracion de proteina de la muestra problema, empleando la

curva patron y posteriormente multiplicando por el factor de dilucion.

53.2.1.2

Electroforesis SDS-PAGE.
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Se realizd también una electroforesis tanto del plasma seminal de toro como de

carnero para confirmar la presencia de las proteinas BSP en el plasma seminal.

El gel SDS PAGE que se realizo fue de 12 cm de largo y 1 mm de espesor. Las
concentraciones usadas 15y de 3% (p/v) de acrilamida. Se utilizé como polimerizante 0.1%
(p/v) TEMED.

La proteina utilizada proveniente del plasma seminal de toro y de carnero se
prepararon con buffer de muestra 3.33% (p/v) SDSD, 0.067 M Tris-HCI pH6.8, 10% (p/p)
glicerol y 0.001% (p/v) Pyronin Y.

Se cargaron aproximadamente 25ug en el caso del plasma seminal de toro y 23.3 ug
en el caso del plasma seminal de carnero, se cargaron-disolviendo las muestras en 2% (p/v)
de SDS, 0.0625 M Tris, 10% (v/v) Glicerol, 0.01 % (p/v) de azul de bromofenol y 5% (v/v)
2-mercaptoetanol, pH 6.8. Estas muestras se adicionaron con 50 mM de DTT adicionado al

buffer de carga y se sometieron a un tratamiento de calor en bafio maria por 5 minutos.

La escalera de pesos moleculares utilizados fue SDS- PAGE Molecular weight

standars, broad range de BioRad (' Ver Fig. 7).

Protein Molecular Weights (daltons)

Protein Molecular Broad Low High
Weight Range Range Range

Myosin 200,000 X X
B-galactosidase 116,250 X X
Phosphorylase b 97,400 X X X
Serum albumin 66,200 X X X
Ovalbumin 45,000 X X X
Carbonic anhydrase 31,000 X X

Trypsin inhibitor 21,500 X X
Lysozyme 14,400 X X

Aprotinin 6,500 X

Figura 7. Escalera de peso molecular de amplio espectro de BioRad.

Se dejo correr la electroforesis con un centro de carga Mini-proten Il (BioRad) con
150 V por una hora hasta que la tincion azul de bromofenol llego antes del final del gel.
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Para la tincion de las proteinas se realizé una inmersion en una solucion de azul de
Coomasie R-252 10 % (p/v) en &cido tricloridico y 40% de metanol. Para destefiir el gel se

utilizé una solucion 40 % (v/v) de metanol y 10% (v/v) de acido acético.

Parala lectura del gel se utilizé un foto-documentador ChemiDoc MP imaging System
de BioRad.

5.3.3 Disefo experimental
El periodo experimental abarco el periodo de septiembre a noviembre de 2018.

Se obtuvieron eyaculados con caracteristicas de viabilidad consideradas como buenas

a partir de 5 carneros Black Belly en edad reproductiva (Cuadro 7).

Cuadro 7. Promedio de valores de los eyaculados colectados y utilizados en el

experimento

Identificacion del carnero | Volumen (ml) | Motilidad Progresiva Individual (%)
8382 0.97 83.3
4191 0.72 83.8
5899 1.00 81.7
7653 0.77 85.0
S/IN 0.75 82.5
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Figura 8: Obtencion de eyaculados de carnero.con vagina artificial en campus

Amazcala:

Se realizaron 10 réplicas del experimento y en cada una se obtuvieron al menos 1.5
ml totales de semen con >70 % de motilidad progresiva individual (evaluacion a 400 X en
muestra diluida 1:5); el volumen total para cada réplica se obtuvo por la mezcla de eyaculados
de diferentes carneros y a partir de la. mezcla se obtuvo a su vez la muestra de semen para

cada tratamiento.

El disefio experimental constd de 4 tratamientos, con adicion de diferentes cantidades
de plasma seminal de toro a diluyente comercial para congelar semen de carnero (OPTIDYL,
CRYO-VET). De esa manera se obtuvieron concentraciones de 0, 5%, 10% y 20% de plasma
seminal (Cuadro 8); para no afectar el efecto crio protector del diluyente se agreg6 5 % de

glicerol al-plasma seminal antes de utilizarlo.
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Cuadro 8. Concentraciones de plasma seminal de toro utilizadas en el experimento.

Porcentaje de

» 0% 5% 10% 20%
concentracion
S Semen + Semen + Semen +
; emen +
Tratamiento ) diluyente diluyente diluyente
diluyente ) ) _
_ comercial + 5% de | comercial + 10% | comercial + 20%
comercial

plasma seminal

de plasma seminal

de plasma seminal

Una vez colectados, los eyaculados se colocaron en bafio maria a 35 °C para después

proceder a hacer las evaluaciones, mezclas y diluciones necesarias. Asimismo, los diluyentes

con las diferentes concentraciones de plasma seminal se mantuvieron en el bafio maria hasta

su utilizacion (Fig. 7).

La mezcla de eyaculados se fraccion6 en 4 haciendo a su vez una predilucion con el

tratamiento correspondiente (dilucion 1:1, semen: diluyente segun tratamiento).

La dilucion final en cada tratamiento se hizo de acuerdo con la siguientes formulas y

constantes:

Volumen por dosis de inseminacion (pajilla) = 0.25 ml

Total, de espermatozoides viables por dosis de inseminacion = 50 x 10°

Predilucion 1:1, semen: tratamiento
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Figura 9: Ejemplo de la preparacion del bafio maria para realizar una réplica del

experimento.

Total espermatozoides viables en la muestra
= (vol muestra (ml))(concentraciéon espermatica

/ml) (% espermatozoides viables (con motilidad progresiva))

Volumen total diluciéon (semen + diluyente)

total espermatozoides viables en la muestra

= - . - (volumen de dosis; 0.25 ml)
esprmatozoides viables por dosis

Cuadro 9. Ejemplo de célculo del total de diluyente a adicionar por tratamiento.

Volumen de Concentracion por %
Muestra de Semen ml Espermatozoides Viables
1.5 ml 2000x10° 70%
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Total espermatozoides viables = (1.5ml)(2000x10°)(70%)

Total espermatozoides viables = (2100x10°)

Vlttl—2100x106(025)—105 I
ol totat = 50x106 . = om

Para completar la dilucién final se afora a volumen total cada una de las pre-
diluciones 1:1 semen: tratamiento; en el ejemplo el volumen de la pre-dilucion seria 3 mly

para completar la dilucion se tendrian que agregar 10.5 - 3.0 =7.5.ml.

Posterior a la dilucidn final se procedi6 a hacer un enfriamiento gradual de 37 a5 °C,
manteniendo a su vez la dilucion a 5 °C por 18 h para equilibrar la concentracion intra y
extracelular de glicerol; para lo anterior cada tubo de dilucion final se coloco en un bafio

maria individual (agua a 37 °C) dentro de un refrigerador a 5 °C (Fig. 10).

Al término del periodo de equilibrio se procedi6 al empaquetado en pajillas y a su
sellado con alcohol polivinilico, usando un congelador horizontal como camara fria para
mantener todo el material a 5°C (Fig. 10).

\
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Figura 10: Bafios maria individuales en refrigerador.
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Figura 11: Empaquetamiento de semen diluidoen pajillas.

Las pajillas selladas se colocaron en bastidores para mantenerlas horizontales y
separadas al introducirlas a la camara de congelacion (Fig. 11). Los bastidores con las pajillas
se colocaron dentro de la camara de congelacion cargada con nitrégeno liquido, a 7 cm del

espejo de nitrogeno por 15 min y luego fueron'sumergidas y mantenidas en nitrégeno liquido

hasta su evaluacion (Fig. 13).

Figura 12: Hielera con nitrégeno para congelacion con vapor de nitrogeno.

38



X

a

Figura 13: Pajillas en nitrégeno.
5.4  Evaluaciones
5.4.1 Evaluacion de patrones de motilidad por sistema computarizado (CASA)

La evaluacion se llevo a cabo en las instalaciones de LIMPER congelaciones SA de
CV.

El equipo utilizado fue un sistema de andlisis computarizado de la motilidad
espermatica (Hamilton Thorne Bioscience, IVOS, Version 12, USA).

La evaluacion se realizo en 3 pajillas por tratamiento por réplica; el promedio de los

valores de las 3 pajillas fue el utilizado como resultado en el analisis estadistico.
En resumen, el procedimiento fue:

-Se descongeld una pajilla a la vez en bafio maria a 37°C por 40 segundos, la pajilla
de 0.25 ml se diluyo 1:4 en solucién salina a 37°C.

-Se utilizaron 2 pl de la solucion lo mas rapido posible tras su descongelacion y se

pusieron en celdas especiales Leja de 2 pl.

39



Figura 14: Camara Leja para sistema CASA.

Los patrones de motilidad espermatica registrados fueron: porcentaje de motilidad
progresiva (MP), velocidad progresiva (Vp), porcentaje de espermatozoides estaticos (Ee),

velocidad de trayecto (Vt), velocidad de via (V) e indice de linealidad (Li).

Figura 15 Evaluacion en tiempo real de motilidad progresiva.
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5.4.2 Evaluacion de funcionalidad de la membrana plasmaética por el método de hinchazén
hipo-osmotica (HOST)

El procedimiento se realizé segun lo reportado por Mehdipour et al. (2016).

La solucién hipo-osmotica se preparé mezclando 9 g de Fructosa 'y 4.9 g de citrato de
sodio en 1 | de agua bidestilada; esta solucion se almacen6 a temperatura ambiente y en un

lugar oscuro hasta su uso.

Se descongelaron 4 pajillas por tratamiento por réplica, a 37 °C por 40 segundos. El
contenido de cada pajilla se transfirié a un tubo Eppendorf de 1.5 ml que se mantuvo en bafio
maria a 37 °C hasta obtener la muestra para la prueba HOST; 50l de semen + 100 pl de

solucion hipo-osmotica e incubacion por 30 min.

Al término de la incubacién se obtuvo una muestra que se observé al microscopio
(1000 X) para estimar el porcentaje de células espermaticas con hinchazén (H+, membrana

plasmatica funcional), en una poblacion de al menos 200 espermatozoides.

El promedio de los valores de las 4 pajillas fue el utilizado como resultado en el

analisis estadistico.
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Figura 16: Campo de observacion para prueba HOST.

5.4.3 Evaluacion de integridad del acrosoma por fijacion en solucion de Hancock.

El procedimiento se realizé segun lo reportado por Mehdipour et al. (2016).
Composicion de la solucion de Hancock:

-Formalina (62.5 ml)

-Solucion salina (150 ml) *

-Solucion buffer (150 ml) **

-Agua bidestilada (500 ml).

*Solucidn salina, 9.01 g de NaCl en 500 ml de agua bidestilada

**Solucion buffer, 100 ml de solucién 1 (21.7 g de NA2HPO4 en 500 ml de agua
bidestilada) + 50 ml de solucién 2 (22.54 g de KH4PO4 en 500 ml de agua
bidestilada).

Se descongelaron 4 pajillas por tratamiento por réplica, a 37 °C por 40 segundos. El
contenido de cada pajilla se transfiri6 a un tubo Eppendorf de 1.5 ml que se mantuvo en bafio
maria a 37°C hasta obtener la muestra para fijacion en Hancock; 250 pl de semen + 250 pl

de solucion Hancock.

Al término de la diluciéon en Hancock se obtuvo una muestra que se observé al
microscopio con iluminacion de contraste de fase (1000 X) para estimar el porcentaje de
células espermaéticas con acrosoma reaccionado, en una poblacion de al menos 200

espermatozoides.

El promedio de los valores de las 4 pajillas fue el utilizado como resultado en el

analisis estadistico.
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Figura KC@ de evaluacion para Hancock.

5,5  Andlisis estadlstQ
El analisis @ ico fue por andlisis de varianza para un disefio de bloques

completament rizados; replica como criterio de bloque. En las variables de respuesta,

los vanres¢wesados como porcentaje se transformaron a arcoseno de la raiz cuadrada de

la prop ntes de su andlisis para normalizarlos.
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6. RESULTADOS.

6.1 Concentracion de proteina en plasma seminal por LOWRY

Se obtuvo una R en la curva estandar de 0.96. Con una formulay = 0.6516x +
0.067.

Se presenta la lectura original y la concentracion final (cuadro 9).

Cuadro 10. Lecturas de la concentracion de proteina en plasma deminadl de toro
(BSP) y plasma seminal de carnero (RSP).

[] proteina [] proteina
lectura mg/ml total
RSP 6.476119403 129.5223881
BSP 3.908955224 156.358209

6.2 Gel de electroforesis SDS-PAGE para plasma seminal de bovino y carnero.

En la figura 17 podemos observar el gel de electroforesis SDS-PAGE para el
plasma seminal de toro (BSP) y el plasma seminal de carnero (RSP).

Para BSP vemos 5 bandas marcadas:

Banda 1 a 3 en 40 kDa aproximadamente que corresponde a lo reportado como
posibles NUCB1 y PLA2 Ga.

Banda 2 a los 28 kDa aproximadamente que corresponde a lo reportado como
posible BSP5

Banda 3,4 y 5 a los 15 kDa aproximadamente que corresponde a lo reportado como
posible BSP1, BSP3 SPADH1.

Para RSP se reconocen 7 bandas.

Banda 1 a 50 kDa aproximadamente que corresponde a lo reportado como posibles
Albumina.

Banda 2 a los 25 kDa aproximadamente que corresponde a lo reportado como
posible BSP5

Banda 3,4 y 5 a los 18 kDa aproximadamente que corresponde a lo reportado como
posible pGps, Gpxs 'y TIMP2.
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Banda 6 y 7 a los 15 kDa aproximadamente que corresponde a lo reportado como
posible RSVP14 y Bdh-2. (Druart et al., 2013)

BSP RSP Q
- 25mg y375mg 0

¥
<

Q Figura 18. Gel de electroforesis indicando presencia de diferentes fracciones
proteicas en plasma seminal de bovino (BSP) y plasma seminal de carnero (RSP).
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6.3 Patrones de motilidad por andlisis computarizado CASA

En los patrones de motilidad espermética (Cuadro 9), se pudo observar que la adicion
de plasma seminal influyo (P <0.01) en las velocidades de trayecto (Vt) y de via (VV)
mientras que solo se encontrd una tendencia de efecto (P =0.13) para la motilidad progresiva
(MP). El resto de los patrones de motilidad no fueron influidos por este factor. El nivel de
adicion de plasma seminal de 5 % tendi6 a mejorar la MP con respecto al control sin afectar
las Vt y Vv, sin embargo, éstas si fueron afectadas por los niveles mayores de adicion de

plasma seminal.

Cuadro 11. Resultados de patrones de motilidad por analisis computarizado CASA.

TO T5 T10 T20 eem. |P
MP (%) 32.6a |36.1b 33.9ab 34.6ab | 1.0 0.13
Ee (%) 40.8 35.5 39.1 38.5 1.7 0.19
Li (%) 33.9 35.1 345 35.9 0.7 0.21
Vp (um/segq) 63.5 64.6 62.95 62.75 1.3 0.72
Vt (um/seq) 94.1a 93.3a 89.1ab 85.3b 1.8 0.01
Vv (um/seg) 193.4a | 190.1ab | 182.7bc | 174c 3.6 0.004

a.b.c | jterales diferentes dentro de fila indican diferencia estadistica

Motilidad progresiva (MP), Espermatozoides estaticos (Ee), indice de Linealidad (Li) y
Velocidades progresiva (Vp), de trayecto (Vt) y de via (Vv) en semen de carnero post
descongelacion con adicion al diluyente para congelacion de 0 (T0), 5 (T5), 10 (T10) y 20

% (T20) de plasma seminal de toro

6.4 Funcionalidad de membrana por prueba HOST

El % de espermatozoides con integridad de membrana (H+) en la prueba HOST fue
influido por la adicion de plasma seminal heteroespecifico; a partir del nivel de adicion de 5

% se aumentod significativamente el porcentaje de espermatozoides con hinchazén hipo-
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osmotica como reflejo de integridad funcional de la membrana plasmaética (45.2%, 49.7°,
53.4° 53.7°% en TO, T5, T10 y T20; P <0.001).

6.5 Integridad de acrosoma por fijacion en Hancock

El % de celulas espermaticas con anormalidad en el acrosoma se disminuyo con la
adicion de 5 % de plasma seminal (11.5%, 10.0%, 12.3%, 13.4° % en T0, T5, T10 y T20;
P=0.07).
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7 DISCUSION
El plasma seminal ha sido largamente estudiado para saber los efectos y las

interacciones que tiene sobre los espermatozoides, sobre la fertilidad y en la hembra.

Los contenidos del plasma seminal son diferentes a lo largo de su camino hacia la
eyaculacion ya que diferentes glandulas acopian nutrientes al liquido, una gran parte
corresponde a proteinas que tienen diferentes usos a lo largo del camino (Mann, 1964). Hay
proteinas que afectan directamente la fisiologia y preservacion de los espermatozoides tal es
el caso de las proteinas BSP (Binder of sperm proteins) (Manjunath et al., 2009). Las
proteinas BSP (Binder of sperm proteins) es una familia de proteinas que tiene una alta
conservacion entre mamiferos. (Manjunath et al.,2009). Estas proteinas interactian con la
fosfatidilcolina y otros fosfolipidos de la membrana plasmatica de los espermatozoides y sus

pesos moleculares van de los 15 a los 30 kDa.

Dentro del gel de electroforesis SDS-PAGE que se realiz se encontraron proteinas
con pesos por debajo de los 25 kDa. Para el plasma seminal de toro se observan bandas muy
marcadas en los pesos 15 kDa, asi como bandas en los 23 y 29 kDa. Estos pesos ya han sido
reportados para plasma seminal de toro identificadas como proteinas BSP5, BSP1, BSP3 y
SPADHL1 entre otras. Para el plasma seminal de carnero se observan bandas en los pesos
50kDa, 25 kDa 'y 15 kDa. Estos pesos estan reportados para proteinas BSP5, RSVP 14 entre
otras proteinas. El 32% de las proteinas presentes en el plasma seminal de toro estan
compartidas por-las presentes en el plasma seminal de carnero. (Druart et al., 2013). La
proteina BSP 1 en toro ha sido relacionada con la estimulacion en la motilidad de los
espermatozoides; BSP 3 asi como BP5 estan asociado al porcentaje de espermas con el
acrosoma intacto (Menezes et al., 2017), en general estas proteinas se unen al espermatozoide
para estabilizar la membrana y mantenerla en un estado decapacitado previo al contacto con
el tracto vaginal. (Therien et al., 2001). En Carneros se han identificado dos proteinas
presentes en el plasma seminal que sirven como proteccion y reparacion para el dafio por
shock térmico denominadas RSVP14 y 20; Las Unicas BSP’s encontradas en carnero son las
BSP 5 las cuales estan asociadas en bovinos a espermatozoides con acrosomas intactos. Sin

embargo, si se ha observado en carneros que al adicionar plasma seminal a espermatozoides
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que ya han sufrido de capacitacion tiene la capacidad de revertir este dafio (Barrios et al.,
2000; Pérez-Pe et al., 2001).

La concentracion reportada de BSP en toro es de 39.1 mg/ml mientras que en los
carneros es de 15 mg/ml, (Bergeron and Manjunath, 2006) esto concuerda con los resultados
obtenidos en el gel, en el cual se observan pocas proteinas BSP en el plasma seminal de

carnero y muchas mas en el de toro.

El efecto de BSP en diferentes especies de mamiferos nos muestra-que no tiene un
efecto positivo para la estabilidad de la membrana de los espermatozoides sin embargo en
canero se reportan resultados completamente opuestos y se observa que estos efectos
negativos dependen tanto de la concentracion de estas proteinas como en el momento en el
que se adicionan, asi como el tiempo de exposicion a estas (Plante et al., 2015). Otras
proteinas como la SPADH1 también encontrada en el plasma seminal de bovino esta
relacionada con la regulacion del metabolismo del espermatozoide, asi como en la proteccion

a la membrana del estrés oxidativo (Schoneck et al., 1996).

Aungue el plasma seminal en general tiene los mismos componentes, azlcares,
lipidos, iones y hormonas, sabemos que el contenido de proteinas en bovinos tiene diferencias
entre los toros que tiene una buena capacidad de congelacion y lo que no, segln Jobim et al
en 2004, reportd que existia una diferencia entre la concentracion total de proteinas entre
toros que cumplian con los estandares de congelabilidad del Brazilian college of animal
reproduction con toros que no cumplian con estos estandares. En el plasma seminal de estos
toros con buena congelabilidad se encontraba una mayor proporcion de proteinas con pesos
entre los 15y los 17 kDa y que después fueron identificadas como BSP1 y BSP3 (Druart et
al.,2013). La presencia de mayor cantidad de proteinas podria indicar que estas tienen un
efecto protector de la membrana plasmatica de los espermatozoides. Un estudio similar en
Jabalies indica que el plasma seminal entre jabalies con buena congelabilidad y con mala
congelabilidad presentan una diferencia en la concentracion de proteinas (Hernandez et al.,
2007). En cambio, en carneros no se ha observado que haya diferencia entre carneros con
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buena congelabilidad y mala con respecto al tipo de proteinas encontrados en su plasma
seminal (Soleilhavou et al., 2014).

Los estandares utilizados para decidir que los toros utilizados como donadores de
plasma seminal en el experimento fueron; motilidad de mas del 85%, cantidad de muertos
por abajo del 60% y bajo nimero de malformaciones, menos del 15%. Los pardmetros
utilizados por la Brazilian college of animal reprduction, es una motilidad progresiva de 30%,
integridad acrosomal 45%, defectos menores al 20% (Jobim et al.,2004). Asi sabemos que

los machos seleccionados cumplian con valores referentes a una buena congelabilidad.

La baja estacionalidad en Toros los hace un perfecto donador de proteinas en su
plasma seminal ya que no se observan cambios tan drasticos en su contenido como en los

carneros a lo largo del afio.

El efecto de la adicion post descongelacion a diferentes tiempos del plasma seminal
de carnero sobre los espermatozoides que fueron despejados del plasma seminal ha mostrado
que la adicion del sobrenadante del plasma seminal méas que el plasma seminal completo o
el pellet tras la centrifugacion son mejores para la supervivencia, motilidad y la fertilizacién
(El-Hajj et al., 2007).

Existen muchos métodos para evaluar la viabilidad de los espermatozoides tanto en
fresco como después del proceso congelacion/descongelacion. La motilidad progresiva es
una de las primeras pruebas utilizadas ya que se realizaba a simple vista bajo un microscopio.
Hoy en dia para conocer el comportamiento de movimiento de los espermatozoides se utiliza
un sistema computarizado, el cual fue desarrollado en 1985, Ilamado CASA (computer aided
sperm-analysis) y ha ido evolucionando para convertirse en la principal técnica para

laboratorios de evaluacion en humanos y otros animales (Mortimer, 2000).

Este método evalta la motilidad progresiva, 0 sea cuantos espermatozoides se
mueven en linea recta. La motilidad progresiva reportada para carneros va de 14.4 a 73.6 %
(Santolaria et al., 2015) lo cual indica que todos los datos obtenidos estan dentro del rango

reportado. Mis resultados no tuvieron una diferencia significativa entre las concentraciones
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y el control, pero si se observa una diferencia numérica en la adicion de 5% de plasma seminal
de toro. Aunque los resultados no muestran una mejoria sobre lo reportado sabemos que la
presencia de plasma seminal se cree un factor de mejoria en la motilidad progresiva (Barrios
et al., 2000).

Otros valores resultados del analisis CASA también has sido utilizados para conocer
la viabilidad de los espermatozoides como Vv y Vp estos dos valores hacen referencia a la
velocidad de via la cual los indica el tiempo que utiliza para llegar del punto a al punto b, y
velocidad progresiva, que es la velocidad en linea recta que tuvo en.su trayecto (Mortimer,
2000). La velocidad de via, asi como la velocidad progresiva nos indica que a una mayor
velocidad se tiene una mayor correlacion con una mejor fertilidad (Santolaria et al., 2015),
por lo tanto, mis valores para velocidad de trayecto me muestran que hay una diferencia
significativa disminuyendo al aumentar la adicién de plasma seminal de toro lo cual al
realizar la IA podria suponer una menor fertilidad. La velocidad de via reportada para
carneros va de los 94.7 a los 174.9 um/s (Santolaria et al., 2015), dentro de los valores
presentados podemos observar que nuestro valor que tiene una diferencia significativamente
menor es el de 20% de plasma seminal de toros sin embargo la adicion del 5y 10% estan por

encima del valor mayor para esta velocidad.

La prueba hiposmadtica se basa en la capacidad de la membrana plasmética de las
células viables de dejar entrar un liquido con una concentracién mayor a través de ella, esto
nos indica que la. membrana esta activa bioquimicamente (Zaneveld et al., 1990). Esto se
observa en un microscopio de fases en el cudl podemos observar diferentes niveles de
reaccion tras una incubacién de los espermatozoides en un medio con altas concentraciones
de glucosa. Dentro de los resultados se muestras una diferencia significativa entre
tratamientos y el control. Mostrandonos un valor igual o mayor al 50% lo cual esta reportado
como un valor normal para los espermatozoides viables (Correa & Zavos, 1994). Se ha
probado que hay una alta relacion entre la concentracion de proteinas en el plasma seminal y
una alta respuesta a la prueba hiposomatica en semen de carnero. (Almadaly et al.,2016)

Recientemente también se ha tratado de correlacionar la prueba HOST con la integridad de
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DNA la cual resulta ser una forma de identificacion de las células viables en el momento de
la fertilizacion in vitro (Stranger et al., 2010).

La prueba Hancock es una fijacion en liquido para observar anormalidades en las
diferentes zonas del espermatozoide. Se utiliza un microscopio de fases para observar la
tridimensionalidad de las células. En los resultados presentados se hizo la contabilizacion de
espermatozoides con el acrosoma suelto, esto quiere decir que los espermatozoides que
presentan esta anormalidad ya realizaron una reaccion acrosémica en el proceso de
congelacion/descongelacion y por lo tanto ya no son células viables al momento de la
inseminacion artificial. Las reacciones acrosémicas se llevan a cabo después de diferentes
estimulos que tiene el espermatozoide a lo largo del tracto reproductor femenino, estimulos
como la presencia de iones como Ca* y Na* que activan cadenas de respuesta que inician el
proceso de activacion e hiperactivacion del espermatozoide, también hay estimulo por parte
del colesterol que activa a proteinas que estan cubriendo a la membrana para secuestrar
lipidos y desestabilizar la membrana causando asi la reaccién acrosdmica, esto comunmente
pasa en la cercania a la zona pellucidae del évulo, esto para que en el momento que suceda
las enzimas que estan atrapadas entre las membranas acrosémica y plasmatica puedan ayudar
al espermatozoide a realizar la fusién con el 6vulo (Olivera et al., 2006). El porcentaje usado
para anormalidades en espermatozoides debe de ser menor al 15% del total contado. En los
resultados presentados se observa una diferencia significativa entre el porcentaje del 5% con
relacion a los de mayor porcentaje, 10% y 20%, lo cual nos indica que a menor concentracion

se observa menor cantidad de acrosomas sueltos.

Se sabe que posterior a la monta existe una respuesta inflamatoria en la hembra
debido a la presencia del semen con todos sus componentes organicos (Schuberth et al.,
2008). Esta reaccion inmunologica inclusive es necesaria para eliminar cualquier molécula o
célula que pudiera desencadenar una reaccion inmune en el momento de la implantacion,
también se ha encontrado que la presencia de parte de la reaccién inmune durante las primeras
etapas del embarazo tiene un efecto positivo sobre el desarrollo embrionario y la cantidad de
embriones y en su viabilidad (O’Leary et al., 2004).
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Desde el inicio de la inseminacidn artificial se han utilizado diluyentes con fracciones
proteicas de origen animal tales son los casos de los extenders con yema de huevo o proteina
de leche, ahora se han empezado utilizar proteinas de origen vegetal, el uso de estas proteinas
de origen animal o vegetal s6lo han mostrado un mayor nimero de neutrofilos, pero todo

dentro de la respuesta inmune normal en la hembra (Schuberth et al., 2008).

Al tener una mayor cantidad de células espermaticas vivas y con la membrana
funcional hace que se tenga una menor reaccion inmune que en dosis con altas cantidades de

espermatozoides muertos (Taylor et al.,2008).
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8

CONCLUSION

1.

Se concluye que el uso del 5% de adicion de plasma seminal heteroespecifico (toro a
carnero) podria ser beneficioso para su conservacion. Lo anterior debido a que mejora
la integridad de la membrana plasmatica y la motilidad progresiva sin alterar sus
patrones de velocidad.

Se recomienda hacer pruebas con una menor concentracion de plasma seminal
heteroespecifico ya que el optimo de los valores fue la menor, pero al aumentar la
concentracion disminuia el efecto positivo. Por lo tanto, una menor concentracion
podria beneficiar la supervivencia de los espermatozoides post descongelacion.

Se recomienda también el uso de estas pajillas en inseminacion artificial para medir
su fertilidad real en campo.

Se recomienda también para futuras pruebas-de este macroproyecto implementar
técnicas mas precisas y modernas como la immunotincién para marcadores ya
encontrados de viabilidad espermética.

La presencia de BSP en época estacional es menor en ovinos. Podria probarse en

época estacional congelacion con plasma seminal para mejorar su congelacion.
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