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RESUMEN

El objetivo general del trabajo es el desarrollo de un protocolo para la adicion de
ciclodextrinas saturadas de colesterol (CLC) al semen de caprino con el fin de modificar la
membrana plasmatica de los espermatozoides y mejorar la calidad de éstos post-
descongelacion. Para la congelacion se eliming el plasma seminal de los eyaculados y se les
afiadié un medio Tris-Citrico-Glucosa suplementado con yema de huevo al 20 % y glicerol al 4%.
La congelacion se realizé a 3 cm sobre vapor de nitrégeno liquido durante 10 minutos. En total
se han realizado siete experimentos, y se ha observado que el tratamiento de los
espermatozoides de caprino con 1 mg de CLC cada 120x10°¢ de espermatozoides antes de la
congelacion puede mejorar la calidad de los espermatozoides de caprino post-descongelacion
hasta 7,9 y 12,8 puntos mas en cuanto a motilidad y viabilidad respectivamente. Ademéas no se
han observado diferencias entre la adicion de diferentes ciclodextrinas y parece que el uso de
ciclodextrinas descongeladas puede mejorar el porcentaje de espermatozoides vivos.
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1. INTRODUCCION

1.1. Papel del semen congelado en los programas de mejora genética

Es bien conocido el papel de la inseminacion artificial como principal difusor en los
programas de mejora genética. En este contexto, el semen congelado es una herramienta de
especial importancia porque permite conservar y almacenar semen de alta calidad genética y
bioldgica durante largos periodos de tiempo, tanto para el transporte del mismo entre largas

distancias, como para el mantenimiento de especies o razas en peligro de extincion.

En la actualidad, la Asociacion Espafiola de criadores de la cabra Murciano-Granadina
(ACRIMUR) viene desarrollando un programa de mejora genética de la raza mediante la
eleccion y evaluacion genética de reproductores. Uno de los principales problemas del desarrollo
de programas de mejora genética en cabras es la disminucion en la fertilidad con el uso de
semen congelado con respecto al semen fresco y conservado a 5 °C. Con semen fresco (a 16-22
°C durante 4-6 horas maximo) pueden alcanzarse fertilidades en torno al 70-80 % (Karatzas et
al., 1997; Paulenz et al., 2005). Con semen conservado a 5 °C hasta 36 horas, las fertilidades se
sittian cerca del 75 % (Roca et al., 1997). Sin embargo, cuando se utiliza semen congelado para
realizar las inseminaciones las fertilidades disminuyen a valores entre 60 -65 % (Leboeuf et al.,
1998; Salvador et al., 2005).

1.2. Dafios que sufren los espermatozoides durante el proceso de congelacion

La calidad del semen congelado disminuye con respecto a la del semen fresco o refrigerado,
por una parte porque en general un 50 % de los espermatozoides no sobreviven al proceso de
crioconservacion (Curry, 2000) y porque durante el proceso de congelacion los espermatozoides
van a sufrir dafios tanto bioquimicos (ralentizacion metabdlica) como estructurales (cambios en
la estructura de las bicapas lipidicas de las membranas tanto plasmaticas como de los
organulos), que finalmente van a afectar a la funcionalidad de los espermatozoides alterando su
capacidad de fertilizacion. Estos dafios se deben principalmente a cambios osmoticos y a la

formacion de hielo intracelular (Holt, 2000).
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Los lipidos de las membranas, pasan de un estado de liquido a gel (forma rigida), siendo la
temperatura de cambio de fase especifica para cada una de las familias de lipidos. De esta
forma, conforme se va produciendo el descenso de temperatura se van a ir formando agregados
lipidicos de la misma familia, que van a alterar la asociacion de los lipidos con las proteinas de
membrana. Ademas, se forman huecos (Amann, 1999) dando lugar a un desequilibrio ionico.
Todo esto se traduce en un acumulo de dafios celulares durante todo el proceso de
crioconservacion que conlleva a una disminucion de la fertilidad del semen congelado (Medeiros
et al., 2002).

Todas estas modificaciones que van a sufrir los espermatozoides a lo largo de todo el

proceso de crioconservacion se pueden minimizar de varias formas:

a) Seleccionando los rangos y descensos de temperatura adecuados. Existen diferencias entre

especies en cuanto a la susceptibilidad al choque térmico. Las diferencias entre especies se
deben principalmente a diferencias bioquimicas en la composicion en fosfolipidos de las
membranas plasmaticas, que dependen de los ratios colesterol/fosfolipidos y cadenas de
acidos grasos poliinsaturados/saturados unidas a los fosfolipidos (Darin-Bennett y White,
1977). Lo ideal es un ratio elevado de colesterol/fosfolipidos y un ratio bajo en
polinsaturados/saturados, por una parte porque el colesterol estabiliza las membranas
disminuyendo la temperatura a la cual se produce el cambio de fases de los lipidos y porque
a mayor proporcion de acidos grasos insaturados existe una mayor susceptibilidad a la
peroxidacion. En la Tabla 1 se muestran las diferencias en composicion de membrana entre
diferentes especies que van a determinar su mayor o menor resistencia al choque térmico.
De esta forma, los espermatozoides de conejo y de humano que presentan un alto ratio
colesterol/fosfolipidos y un bajo ratio poliinsaturados/saturados van a ser mas resistentes al

choque térmico que los espermatozoides de caprino, toro, ovino y porcino.
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Tabla 1. Composicion de la membrana plasmatica de espermatozoides en diferentes especies

Especie Ratio Ratio
colesterol/fosfolipidos poliinsaturados/saturados

Cerdo 0,26 2,5

Caballo 0,36 -

Morueco 0,38 2,5
Toro 0,45 3,5

Caprino 0,59 -

Conejo 0,88 0,8

Hombre 0,99 1

(Darin-Bennett y White, 1977; Rana et al., 1991; Parks y Lynch, 1992)

b) Uso de crioprotectores. En los medios de congelacion se incluyen sustancias crioprotectoras,

que se pueden dividir en no permeables (azlcares, proteinas y lipoproteinas, que se
adicionan mediante el uso de productos naturales como la yema de huevo y la leche
descremada) y permeables siendo el glicerol el mas utilizado. Estas sustancias
crioprotectoras van a minimizar los dafios que se producen durante el proceso de

enfriamiento, congelacion y descongelacion.

Los crioprotectores no permeables, no van a atravesar la membrana plasmatica y se van
a quedar en el espacio extracelular, modificando la membrana plasmética o disminuyendo la
temperatura de congelacion del medio. Estudios recientes sugieren que las lipoproteinas de
baja densidad (LDL) presentes en la yema de huevo y las micelas de las caseinas y la
lactosa presente en la leche descremada, son las principales responsables de disminuir los
dafios por enfriamiento y congelacion ya que secuestran proteinas (BSP)" presentes en el
plasma seminal que tras la eyaculacion inducen la pérdida de colesterol y fosfolipidos de las
membranas plasmaticas. En condiciones naturales, estas proteinas favorecen la
capacitacion en el tracto reproductivo de la hembra, pero durante el proceso de
crioconservacion va a derivar en un mayor porcentaje de espermatozoides con la membrana

dafiada (Bergeron y Manjunath, 2006).

*Las BSP se detectaron por primera vez en plasma seminal bovino (Bovine Seminal Plasma), se han aislado
proteinas homologas en otras especies como en caprino, y en diferentes proporciones (Bergeron y Manjunath,
2006).
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Por otro lado, los crioprotectores permeables acttan disminuyendo la formacién de hielo
intracelular mediante la deshidratacion de los espermatozoides, por mecanismos de difusion
simple del agua desde el medio intracelular al extracelular por diferencias de presion
osmdtica. Ademas, los crioprotectores permeables provocan una reorganizacion de los
lipidos y proteinas de membrana aumentando la fluidez de la misma y favoreciendo el paso

de agua y por tanto, la deshidratacion celular (Purdy, 2005).

Los crioprotectores permeables son sustancias nocivas para los espermatozoides debido
fundamentalmente a la induccion de dafios osmoticos que provocan, por ello es muy

importante la concentracion a la cual se afiaden al medio de congelacion.
El crioprotector permeable que se utiliza con mayor frecuencia es el glicerol y se usa a
una concentracion entre el 3 y el 9 %, con resultados dptimos para el ganado caprino cuando

se utiliza a una concentracion entre un 4 y un 7 % (Leboeuf, 2000).

Adicion de colesterol a las membranas plasmaticas. Por una parte, se sabe que el colesterol

estabiliza las membranas y disminuye la temperatura a la cual se produce el cambio de fase
de los lipidos de fase liquida a gel. Y por otra parte, los dafios que se producen en las
membranas son muy similares al estadio de la capacitacion (Gillan et al., 1997). Se ha
observado que cuando los espermatozoides comienzan este proceso su longevidad se ve
disminuida (Curry, 2000), y uno de los primeros pasos en el proceso de capacitacion es la
pérdida de colesterol de sus membranas. En teoria, si se consiguiera incorporar colesterol a
las membranas plasmaticas, se podria alcanzar un mayor ratio colesterol/fosfolipidos y por
tanto los espermatozoides descongelados deberian estar menos capacitados, y sus
membranas deberian ser mas estables (Mocé y Graham, 2006. Datos no publicados),
alcanzando un ratio colesterol/fosfolipidos semejante al de las membranas plasmaticas de
especies resistentes al choque térmico (conejo y humano con 0,88 y 0,90 respectivamente).

En definitiva, se conseguiria aumentar la longevidad de los espermatozoides.

Para la adicion de colesterol se pueden usar ciclodextrinas que son oligosacaridos
ciclicos con una cara externa hidrofilica y una interna hidrofobica. Las ciclodextrinas pueden
saturarse previamente con colesterol, y van a servir como medio portador para incorporarlo a

las membranas plasmaticas. Segln las unidades de glucosa que contengan las
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ciclodextrinas, se pueden clasificar en a, B y y ciclodextrinas segun tengan 6, 7 u 8 unidades
de glucosa, respectivamente. Se suelen utilizar derivados de las ciclodextrinas, modificados
quimicamente mediante la adicion de grupos metilo o hidroxipropilo, porque mejoran tanto su
solubilidad en agua como su capacidad para disolver compuestos hidrofébicos (Yancey et
al., 1996).

Se han observado mejoras en viabilidad y motilidad cuando los espermatozoides de
caballos, burros, toros, moruecos o cerdos, son tratados con ciclodextrinas saturadas de

colesterol (CLC) tal y como se expone a continuacion.

En caballos, se han observado mayores porcentajes de espermatozoides méviles y de
espermatozoides con la membrana integra, cuando son tratados con metil-B-ciclodextrina
saturada de colesterol previamente a la crioconservacion (Combes et al., 2000; Moore et al.,
2005; Torres et al., 2006). No obstante, Zahn et al. (2002), s6lo observaron mejoras en la
integridad de la membrana, pero no en motilidad, e incluso al inseminar con el semen tratado, el
porcentaje de hembras prefiadas fue menor que en el caso de las hembras inseminadas con el
semen control.

En burros, Alvarez et al. (2006), observaron diferencias significativas tanto en motilidad como
en viabilidad para espermatozoides tratados con metil-B-ciclodextrina saturada de colesterol.

En vacuno, Purdy y Graham (2004) observaron diferencias significativas en viabilidad y
motilidad entre espermatozoides tratados con ciclodextrinas saturadas de colesterol y sin ellas.

En moruecos, se han observado mejoras en la supervivencia a la crioconservacion, en los
espermatozoides tratados tanto con metil-g-ciclodextrina como con 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina
saturadas de colesterol (Morrier et al., 2004; Mocé y Graham, 2006. Datos no publicados).

En porcino, se han encontrado aumentos en el porcentaje de motiles e integridad de la
membrana y del acrosoma en espermatozoides tratados con 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (Zeng
y Terada, 2000 y 2001b) y con metil-B-ciclodextrina saturada de colesterol (Zeng y Terada,
2001a). Galantino-Homer et al., (2006) observaron mejoras en cuanto a viabilidad en
espermatozoides incubados con 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina y colesterol 3-sulfato, e incluso

observaron una inhibicion de la capacitacion.
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1.3. Peculiaridades del semen de caprino

Al contrario de lo que sucede en otras especies, en el semen de ganado caprino hay lipasas
procedentes de la secrecion de sus glandulas bulbouretrales que interaccionan con los
componentes habituales de los diluyentes de congelacion (tanto con la yema de huevo como

con la leche descremada), dando lugar a sustancias toxicas para los espermatozoides.

Cuando se usa la yema de huevo la lipasa “Egg Yolk Coagulating enzyme” (EYCE; Leboeuf,
2000) cataliza la hidrdlisis de la lecitina en acidos grasos y lisolecitina (sustancia toxica para los
espermatozoides), causando una mayor fusogenicidad de las membranas, favoreciendo la
induccidn de la reaccion acrosdmica y la condensacion de la cromatina. Esto deriva en un mayor
porcentaje de espermatozoides reaccionados y por tanto, con menor capacidad fecundante
(Purdy, 2005). Por otro lado, cuando en el medio de congelacion se incluye la leche descremada
la lipasa BUSgp60 del plasma seminal (Leboeuf, 2000) cataliza la hidrolisis de los triglicéridos de
la membrana plasmatica y de la leche, dando lugar a acidos grasos libres (como el oleico) que
son muy tdxicos para los espermatozoides (Purdy, 2005). Segin este (ltimo mecanismo de
accion, no se podria descartar la posibilidad de que otras lipasas del plasma seminal hidrolizaran
los triglicéridos de la yema de huevo, sumandose el efecto toxico de la lisolecitina al del acimulo
de &cido oleico. En algunos estudios se baraja la posibilidad de que tanto la EYCE como la

BUSgp60 sean una sola lipasa (Leboeuf, 2000).

Para disminuir en la medida de lo posible los efectos negativos de las lipasas, se pueden
adoptar varias medidas:

a) Lavado del eyaculado, para eliminar la mayor parte del plasma seminal.

b) Disminuir la concentracion de yema de huevo en el medio de dilucion (normalmente se
afiade en un 20 %). Asi, Salamon y Ritar (1982) recomiendan un 1,5 % de yema de
huevo sin necesidad de hacer lavado del plasma seminal.

¢) Uso de inhibidores de las lipasas del plasma seminal (Purdy, 2005).

d) Uso diluyentes sin triglicéridos, pero con proteinas como las caseinas de la leche (Purdy,
2005).

e) Uso de leche de otras especies diferente a la vaca, con otra distribucion de

triacilglicéridos y acidos grasos, para que las lipasas no puedan actuar (Purdy, 2005).
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Lo més frecuente es el lavado seminal, mediante dilucion 1.5 o 1:10 y centrifugacion de
500 a 1000g durante 10-15 minutos, 1 ¢ 2 veces, eliminando el sobrenadante en cada una de

ellas tras la centrifugacion, que es donde se encuentran las enzimas (Leboeuf, 2000).

1.4. Objetivo del trabajo

El objetivo general del trabajo es el desarrollo de un protocolo para la adicion de
ciclodextrinas saturadas de colesterol (CLC) al semen de caprino con el fin de modificar la
membrana plasmatica de los espermatozoides y mejorar la calidad de éstos post-

descongelacion.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Materiales

Todos los productos quimicos utilizados para la elaboracion de los medios fueron de grado
reactivo procedentes de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafa) y las soluciones de Yoduro de Propidio

y SYBR-14 de Invitrogen (Barcelona, Espafia).

2.2. Preparacion de las ciclodextrinas saturadas de colesterol (CLC)

Para la preparacion de las ciclodextrinas saturadas de colesterol se utilizo la técnica
descrita por Purdy y Graham (2004). Se prepararon dos soluciones A y B. En la solucion A se
diluyo 1 g de la ciclodextrina a preparar en 2 mL de metanol y en la solucion B se disolvieron 200
mg de colesterol en 1 mL de cloroformo. Una vez preparadas, se afiadieron 0,45 mL de la
solucién B en la solucién A, se agitd bien y se virtid sobre una placa petri de cristal, hasta su

secado completo (1 6 2 dias a 37 — 39 °C en una campana de extraccion).

Una vez evaporado el solvente, se recogié el precipitado que quedaba en la placa petri y se
almaceno en botes de vidrio a temperatura ambiente hasta su uso. Momento en el cual las CLC
fueron diluidas en medio de dilucién (Tris-Citrico-Glucosa; composicion que se detalla en la

Tabla 2) a una concentracion de 50 mg/mL.

2.3. Preparacion de los medios

Todos los ingredientes de los medios (Tabla 2) fueron diluidos en agua ultrapura,
agitados continuamente y preparados en el laboratorio a temperatura ambiente. La osmolaridad
final del medio fue de 300 mOsm y el pH final proximo a 7. La osmolaridad fue medida con un
osmometro crioscopico y el pH con un pHmetro. Una vez preparados los medios se introdujeron

en tubos de plastico y se congelaron hasta el momento de su uso.
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Los medios con yema de huevo se clarificaron mediante centrifugacion a 12.000 g durante

20 minutos y fueron filtrados posteriormente a traves de filtros de diferentes tamafos (5 pm, 3

pumy 1,2 um), pasando de uno a otro de forma progresiva.

Tabla 2. Composicion de los medios

] GLICEROL | Agua YEMA
ACIDO
TRIS ) GLUCOSA (8 %) ultrapura DE
CITRICO
(375 mM) (41 mM) HUEVO
(124 mm)
20 %
Medio de Hasta
o 3,027 ¢ 1,59 ¢ 1,243 ¢
dilucion 100 mL
Medio de Hasta100
enfriamiento | 3,027 g 1,594 ¢ 1,243 ¢ mL 25 mL
(Medio 1)
Medio de Hasta
equilibrado | 3,027 ¢ 1,594 ¢ 1,243 ¢ 10 mL 100 mL 25 mL
(Medio 2)
2.4. Animales

En el trabajo se utilizaron un total de 10 machos cabrios de la raza Murciano-Granadina

alojados en las instalaciones del CITA-IVIA (“Centro de Tecnologia Animal-Instituto Valenciano

de Investigaciones Agrarias”), alimentados ad libitum con pienso y heno.

2.5. Recuperacion del semen

La recogida seminal se realizd mediante vagina artificial, siendo los machos estimulados

por la presencia de una hembra en celo (siempre que fue posible). El material de recogida fue
atemperado a 39 - 40 °C en una estufa antes de la recuperacion del semen para evitar chogque
térmico. Una vez recuperado, se comprobd que el semen hubiera caido en el tubo recolector, y

éste se mantuvo en un bafio de agua atemperado a 37 °C hasta su procesado.
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2.6. Congelacion y descongelacion del semen

2.6.1. Protocolo general de congelacion

Eliminacion del plasma seminal

Tras la recuperacion del semen, éste fue diluido (1:10; v:v) con el medio de dilucion
(Tabla 2) atemperado a 37 °C. A continuacion se procedio a eliminar el plasma seminal (lavado)
mediante centrifugacion a 500 g durante 15 minutos a 22 °C. Después de la primera
centrifugacion, el sobrenadante fue eliminado y el pellet resuspendido nuevamente en 10 mL de

medio de dilucion, siendo centrifugado de nuevo.

Tras la segunda centrifugacion, el sobrenadante se eliminé mediante succion a vacio
con pipeta pasteur de cristal y posteriormente se midio la concentracion espermatica, para poder
calcular la cantidad de semen, teniendo en cuenta que la concentracion de congelacion fue de
100 millones de espermatozoides por mL, y que en el volumen final de la muestra un 50 %
correspondié al medio 1 més la cantidad de semen necesario y el otro 50 % correspondio al

medio 2.

Adicion de los medios 1y 2

a) Fase de enfriamiento: La concentracion de espermatozoides fue ajustada a 200x106

espermatozoides por mL con medio 1 a temperatura ambiente. Tras su adicion, las
alicuotas se colocaron en vasos de precipitados llenos de agua hasta 80 mL a una
temperatura de 22 °C, y se introdujeron en una camara a 5 °C, para conseguir un
descenso de temperatura hasta 5 °C en dos horas.

b) Fase de equilibrado: Transcurridas las dos horas de enfriamiento, se afiadié el medio 2

(1:1; viv) a 5 °C, y se equilibré con el semen durante 15 minutos. Las concentraciones
finales de glicerol y de espermatozoides fue de 4 % (dependiendo de los experimentos)
y de 100x106 de espermatozoides por mL, respectivamente.

10



Material y Métodos

Empajuelado vy sellado

Tras la fase de equilibrado, se procedio al llenado de pajuelas de 0,5 mL que fueron
selladas con alcohol de polivinilo (PVA) en polvo que al entrar en contacto con el agua polimeriza

quedando perfectamente selladas.

Congelacién en vapor de nitrogeno liquido (vN,L)

Las pajuelas ya preparadas se pusieron en una gradilla sobre nitrégeno liquido, en una
caja de poliestireno expandido a una altura de 3 cm durante 10 minutos, parametros que fueron

determinados en el experimento 1 y 2 como se detalla a continuacion.

Sumersion en el nitrbgeno y almacenamiento

Finalizado el tiempo de congelacion, las pajuelas fueron sumergidas en el nitrégeno y

fueron almacenadas en los tanques de nitrgeno hasta su uso.

Recuperacion del semen ]

[Valoraci()n espermatica (volumen, ]

concentracion y motilidad)

Centrifugacion 500 g/15 minutos ]

[Adici()n medio de dilucién (1:10; v:v)] Lavado
v 2ueces Seminal

Eliminacion del plasma
seminal (succién por vacio)

Fase de enfriamiento
Dilucién con medio 1 22 °C
2 horas/En cdmara de 5 °C

Fase de equilibrado
Dilucién con medio 2

(1:1; viv)
5°C/15 minutos

Empajuelado y sellado

Congelacion sobre
vapor de nitrégeno
liauido

Sumersién en nitrégeno y
almacenamiento en tanques

Figura 1. Diagrama del protocolo general de congelacion del semen de caprino
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2.6.2. Protocolo de descongelacion de las muestras

La descongelacion de las pajuelas se realizé en bafio de agua atemperado a 38 — 39 °C
durante 30 segundos. Posteriormente se procedid a su evaluacion segun se describe a

continuacion.

2.7. Valoracion espermatica

Tras la recuperacion de los eyaculados, se anotd el volumen (mL), se estimé la
concentracion espermatica (millones de espermatozoides/mL) y la motilidad (% de
espermatozoides motiles) del semen fresco, haciendo asi una primera evaluacion de la calidad
espermatica (Tabla 3). El volumen fue medido en tubos graduados. La concentracion fue medida
mediante un espectrofotdmetro equilibrado para caprino, introduciendo las cantidades de semen
y de NaCl especificadas por el fabricante. Y la motilidad fue evaluada en un sistema CASA
(Computer Assisted Sperm Analisis; ISAS, Valencia, Espafia).

Tabla 3. Valores medios de volumen (mL), concentracion (millones de espermatozoides/mL) y

motilidad (%) de los eyaculados

VOLUMEN CONCENTRACION MOTILIDAD
Valores medios
14 3.031 80 %

En el caso de los espermatozoides descongelados se evaluaron tanto la motilidad como

la viabilidad de los mismos, como se detalla a continuacién.

2.7.1. Motilidad espermatica

La motilidad se valor6 con un sistema CASA (Computer Assisted Sperm Analysis; ISAS
version 1.0.17, Proiser, Valencia, Espafia). Para la evaluacion de este pardmetro se tomo una
alicuota de semen y se diluyd hasta una concentracion aproximada de 15 millones de
espermatozoides/mL, con diluyente Tris-Citrico-Glucosa (Tabla 2), suplementado con 6 mg/mL
de BSA (Albimina Sérica Bovina), y se dejo incubar durante 10 minutos en un bafio atemperado

a 39 °C. A continuacion se tomaron 10 pL de la muestra y se colocaron en una camara de
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Makler atemperada a 39 °C para la visualizacion de los espermatozoides en una video camara
monocroma Basler (Alemania) con un objetivo de 10 aumentos en un microscopio de contraste
de fases negativo Nikon Eclipse 90i (Tokio, Japdn) con platina térmica atemperada a 39 °C. El
sistema visualiza 25 imagenes por segundo, en cada captura. Se capturaron aproximadamente
200 espermatozoides por analisis. Con un area de particula entre 3 y 70 micras. Se consideraron
espermatozoides con un movimiento progresivo aquellos con un indice de rectitud (STR) mayor
del 80 %, con movimiento lento aquellos que tienen una velocidad entre 10-45 micras por
segundo, con movimiento medio aquellos que tienen una velocidad entre 45-75 micras por
segundo, y aquellos con una velocidad mayor a 75 micras por segundo como espermatozoides

con un movimiento répido.

2.7.2. Viabilidad espermatica

Para la evaluacion de la viabilidad espermatica se empleé la citometria de flujo con
tinciones vitales fluorescentes de Yoduro de Propidio (PI; solucion stock de 1mg/mL en agua
ultrapura) y SYBR-14 (solucion madre de 10 uM en dimetilsulfoxido), segin el método descrito
por Purdy y Graham (2004).

Tras la descongelacion de las pajuelas se hizo una primera dilucion con Tris-Citrico-
Glucosa y BSA (BSA a 6 mg/mL) hasta 30x106 espermatozoides/mL. A continuacion, se tomo
una alicuota de semen (100 uL) y fue diluida con 450 uL de una solucién que contenia Tris-
Citrico-Glucosa-BSA, 2,5 pL de SYBR-14y 2,5 L de PI. De esta forma la concentracion final de
espermatozoides se encuentra alrededor de 5x106 espermatozoides por mL. Las muestras una
vez diluidas fueron incubadas durante 10 minutos con los dos colorantes, a temperatura
ambiente, y filtradas a través de un filtro de nylon de 40 um, antes de ser pasadas por el

citometro Coulter EPICS XL-MCL (IZASA, Barcelona, Espafia) con un laser de argon a 488 nm.
La fluorescencia del SYBR-14 fue detectada por el sensor FL1 usando un filtro de paso

de banda de 525 nm y el PI fue detectado por el FL3 con un filtro de paso de banda de 620 nm.

Por cada muestra pasada se recogieron datos de fluorescencia de 10.000 eventos.
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El SYBR-14 es una tincion DNA membrana permeable, que tifie todas las células,
diferencidndolas asi de particulas del mismo tamafio y el Pl es un colorante DNA membrana
impermeable, que solo penetra en las células muertas (que han perdido la integridad de la

membrana) desplazando al SYBR-14.

SegUn este protocolo, el citbmetro va a detectar cuatro tipos de poblaciones, el porcentaje de
espermatozoides tefiidos so6lo con el SYBR-14 (% de vivos), el porcentaje de espermatozoides
tefiidos con el PI (% de muertos), porcentaje de espermatozoides tefiidos con las dos tinciones
(% de moribundos) y particulas no tefiidas. En la practica los moribundos se cuentan como

muertos pues es sélo cuestion de tiempo el paso de una poblacion a otra.

2.8. Experimentos

Todos los experimentos constan de partes comunes tales como la recuperacion del semen y
la evaluacion de la calidad seminal, mientras que el procesado del semen para la congelacion

fue variando segun el experimento.

En total se realizaron siete experimentos desde abril a junio del 2007, con una media de 11

machos en cada uno, con la posibilidad de repetir un macho para un mismo experimento.

Los eyaculados se trataron de forma individual, y de ellos se extrajeron las alicuotas
necesarias para cada tratamiento, consiguiendo en todas ellas un volumen final de 2 mL a una

concentracion de 100 millones de espermatozoides/mL.

2.8.1. Experimento 1. Comparacion entre protocolos y medios de congelacion

En este primer experimento se compararon tiempos de congelacion basandonos en el
protocolo establecido por Leboeuf et al. 2000 (4-5 cm sobre vapor de nitrégeno liquido durante 4-
5 minutos) y medios de congelacion, sin adicion de CLC.

Los tiempos a comparar fueron 5 y 10 minutos para cada medio de congelacion basandonos
en los malos resultados obtenidos anteriormente y en los tiempos mayores de congelacion
utilizados en otras especies (alrededor de 10 minutos). Los tres medios y protocolos de
congelacion son los que se describen en la Tabla 4.
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Tabla 4. Protocolos de congelacion del experimento 1

Lavado seminal .
MEDIO . | % Yema de huevo | % Glicerol
(centrifugacion)
A Si 20 4
Si 20 7
C No 2 4

Uno de los protocolos evita la fase de lavado mediante el uso de un medio con un 2 % de
yema de huevo. Los otros dos protocolos utilizados mantienen la fase de lavado del plasma
seminal mediante centrifugacion, pero se diferencian en el porcentaje de glicerol final (4 % vs. 7

%). El esquema del experimento se detalla en la Figura 2.

La congelacion, descongelacion y valoracion espermatica se realizo tal y como ha sido

descritas previamente.

Ya que los mejores resultados se obtuvieron con el medio y protocolo de congelacion A
(lavado de plasma seminal, medio con 20 % de yema de huevo y 4 % de glicerol) y tras 10
minutos de congelacion sobre nitrogeno liquido, éste fue el protocolo elegido para el resto de los

experimentos.

Lavado: 2 centrifugaciones 500g/15

minutos Sin lavado

1 Semen lavado, con 20 % de yema de huevo (en medio 1 de congelacion) y 4 % de
glicerol (en medio 2 de congelacion) y 5 minutos en VNaL.

2 Semen lavado, con 20 % de yema de huevo (en medio 1 de congelacion) y 4 % de
glicerol (en medio 2 de congelacion) y 10 minutos en vNL.

3 Semen lavado, con 20 % de yema de huevo (en medio 1 de congelacion) y 7 % de
glicerol (en medio 2 de congelacion) y 5 minutos en vNaL.

4 Semen lavado, con 20 % de yema de huevo (en medio 1 de congelacion) y 7 % de
glicerol (en medio 2 de congelacion) y 10 minutos en vNL.

5 Semen no lavado, con 2 % de yema de huevo (en medio 1 de congelacién) y 4 %
de glicerol (en medio 2 de congelacion) y 5 minutos en vNaL.

T1 5 minutos
T2 10 minutos
Medios A, B, C (Tabla 4)

6 Semen no lavado, con 2 % de yema de huevo (en medio 1 de congelacion) y 4 %
de glicerol (en medio 2 de congelacion) y 10 minutos en vNL.

Figura 2. Diagrama del Experimento 1. Comparacion entre protocolos y medios de congelacion
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2.8.2. Experimento 2. Comparacion entre alturas de congelacion sobre vapor de

nitrégeno liquido

Una vez establecido el tiempo de congelacion, evaluamos la influencia de la distancia de las
pajuelas a la superficie del nitrégeno liquido durante la congelacion.

Se establecieron 5 alturas diferentes de congelacion 3 c¢cm, 4,5 ¢cm, 5 cm, 6 cm y 8 cm,
escogiendo como grupo control la altura de 4,5 cm y con un tiempo de congelacion de 10

minutos para todas ellas (Figura 3).

La congelacién y descongelacion se realiz6 segin protocolos generales.

A partir de los resultados obtenidos establecimos una distancia dptima de 3 cm de altura sobre

la superficie del nitrdgeno liquido para los siguientes experimentos.

Semen

la
€

Lavado: 2 centrifugaciones 500g/15
minutos —

1 C. Control, con congelacion 4,5 cm del VNoL.
2 Congelacion a 3 cm del vNaL.
3 Congelacion a 5 cm del vNaL.
4 Congelacion a 6 cm del vNaL.
5 Congelacion a 8 cm del vNaL.

Figura 3. Diagrama del Experimento 2. Comparacion entre diferentes alturas de congelacion
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2.8.3.  Experimento 3. Comparacion entre la adicion de ciclodextrinas saturadas de

colesterol (CLC) antes o después del lavado seminal

Una vez establecidos el medio y protocolo de congelacion se determind el momento mas
adecuado para la adicion de las CLC a los espermatozoides (antes o después del lavado del
plasma seminal).

Para ello se utilizo la metil-B-ciclodextrina saturada de colesterol a una concentracion de 2 mg
de CLC por cada 120 millones de espermatozoides, porque en otras especies se ha observado
que la concentracion Optima esta entre 1,5y 2 mg de CLC por cada 120 millones de
espermatozoides.

Los espermatozoides fueron incubados con los CLC durante 15 minutos a temperatura
ambiente.

Se realizaron 3 tratamientos por muestra. Una alicuota se utilizd como control (sin adicion de
CLC), otra alicuota fue tratada con CLC antes de la centrifugacion y la otra fue tratada con las
CLC tras la fase de lavado el plasma seminal (Figura 4).

Tanto la congelacién como la descongelacion de las muestras se realizaron segun los
protocolos generales descritos anteriormente. Una vez descongeladas las muestras se valoraron

tanto la movilidad como la viabilidad de las mismas.

Para el resto de los experimentos se eligid la adicion de CLC después de centrifugar para

hacer el proceso mas facil evitando tener que medir concentraciones antes de centrifugar.

Semen

Adicién CLC antes
Lavado: 2 centrifugaciones 500g/15 de centrifugar

minutos

Adicién CLC
después de
lavado

Control 1 Control (sin CLC)

2 Muestra con adicion de CLC tras lavado
3 Muestra con adicion de CLC antes de lavado

Figura 4. Diagrama del Experimento 3. Adicion de CLC antes o después de la fase de lavado
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2.8.4. Experimento 4. Determinacion de la concentracion optima de ciclodextrina

saturada de colesterol (CLC)

El objetivo de este experimento fue determinar la concentracion optima de CLC, utilizando
igual que en el experimento anterior la metil-B-ciclodextrina saturada de colesterol, por su

facilidad de preparacion y dilucion en los medios.

Para ello, se realizaron siete tratamientos por muestra, uno de ellos se utilizd como control (no
tratado con CLC), otro se tratd con ciclodextrina no saturada de colesterol (control negativo) y el

resto fueron tratados con diferentes concentraciones de metil-B-CLC (Figura 5).

Todo el protocolo de congelacion, descongelacion y evaluacion de las dosis se hizo del modo
habitual.

Para el resto de experimentos, se decidio tratar a los espermatozoides con 1 mg de CLC por

cada 120 millones de espermatozoides.

Semen

Lavado: 2 centrifugaciones 500g/15
m inutos

1 Control (sin CLC)

2 Control negativo (CLC sin colesterol)

3 1 mg CLC/120 millones de espermatozoides
4 1.5mg CLC/120 millones de espermatozoides
5 2 mg CLC/120 millones de espermatozoides
6 4 mg CLC/120 millones de espermatozoides
7 8 mg CLC/120 millones de espermatozoides

Figura 5. Diagrama del Experimento 4. Determinacion de la concentracion dptima de CLC
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2.8.5.  Experimento 5. Comparacion entre diferentes -ciclodextrinas saturadas de
colesterol (B-CLC)

El objetivo de este experimento fue determinar qué B-CLC toleran mejor los
espermatozoides de caprino, comparando un grupo control con seis B-ciclodextrinas diferentes
entre las que se incluyen la B-CLC, B-hidrato-CLC, metil-B-CLC, 2-hidroxipropil-8-CLC, triacetil-3-
CLC y 2-hidroxietil-B-CLC (Figura 6).

Se siguio el protocolo de congelacion descrito anteriormente, y las CLC se afiadieron
tras la centrifugacion a una concentracion de 1 mg de CLC por cada 120 millones de
espermatozoides.

Semen

Lavado: 2 centrifugaciones 500g/15
minutos

1 Control (sin CLC)

2 B-CLC

3 P-hidrato-CLC

4 Metil-B-CLC

5 2-hidroxipropil-B-CLC
6 Triacetil-3-CLC

7 2-hidroxietil-3-CLC

Figura 6. Diagrama del Experimento 5. Comparacién entre diferentes B-CLC

2.8.6. Experimento 6. Comparacion entre a y y ciclodextrinas saturadas de colesterol y
entre metil-B-ciclodextrina preparada en el momento de su uso (fresca) y metil-g-
ciclodextrina descongelada

Tal y como se ha descrito anteriormente, el plasma seminal fue eliminado y tras el
lavado de los eyaculados, éstos fueron divididos en siete alicuotas. Una de ellas, fue utilizada

como control (sin adicion de CLC) y el resto fueron tratadas durante 15 minutos con 1 mg de
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CLC por cada 120 millones de espermatozoides de a-CLC, hidroxipropil-a-CLC, y-CLC, metil-B-

CLC (fresca) y metil-B-CLC (descongelada), como se muestra en la Figura 7.

A continuacion, las muestras fueron diluidas, congeladas, descongeladas y evaluadas

segun se ha descrito anteriormente.

En el siguiente experimento se optd por el uso de metil-3-CLC descongelada.

Semen

Lavado: 2 centrifugaciones 500g/15
minutos

1 Control (sin CLC)

2 a-CLC

3 Hidroxipropil- a -CLC

4 y-CLC

5 2-Hidroxipropil- y-CLC

6 Metil-B-CLC (fresca)

7 Metil-B-CLC (descongelada)

Figura 7. Diagrama del Experimento 6. Comparacion entre a-CLC y y-CLC y entre metil-3-CLC

fresca y descongelada

2.8.7. Experimento 7. Comparacion entre la adicion de metil-B-ciclodextrina saturada
de colesterol descongelada, antes o después del lavado del plasma seminal

En este experimento se realizaron tres tratamientos por muestra como se detalla a
continuacion (Figura 8), y se compararon las diferencias entre afiadir la CLC antes o despueés de
la fase de centrifugacion (eliminacion del plasma seminal), con un grupo control al que no se le
afiadié CLC (al igual que en el experimento 3, pero esta vez con la concentracion de CLC

determinada en el experimento 4).

La congelacion se llevo a cabo segun el protocolo general de congelacion, al igual que la

descongelacion y evaluacion de las muestras.
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Semen

b Adicion CLC antes
Lavado: 2 centrifugaciones 5009/15 de centrifugar

minutos

Control Adicién CLC 3 1 Control (sin CLC)
después de 2 Muestra con adicion de CLC tras lavado
lavado 3 Muestra con adicion de CLC antes de lavado

Figura 8. Diagrama del Experimento 7. Comparacion entre la adicion de metil-B-CLC

descongelada antes o después del lavado del plasma seminal

Segln los experimentos, se establecid el siguiente protocolo de adicion de CLC vy

congelacion:

= Adicién de metil-3-CLC descongelada

= Adicién de CLC a una concentracion de 1 mg por cada 120 millones de espermatozoides
después de la centrifugacion

= Congelacion a 3 cm de la superficie de nitrogeno liquido durante 10 minutos.

2.9. Andlisis estadistico

En el analisis de datos, se ha analizado el porcentaje de espermatozoides matiles, el
porcentaje de espermatozoides con un movimiento progresivo y el porcentaje de
espermatozoides vivos como variables. En un primer analisis exploratorio de los datos, aquellos
que no se ajustaban a una distribucion normal han sido transformados en arcosenos segun la
formula de Tukey (1950).

El analisis estadistico se ha llevado a cabo por un procedimiento MIXED (The SAS System

for Windows 9.0) incluyendo la variable individuo (macho utilizado), como efecto aleatorio, para

detectar posibles diferencias significativas entre tratamientos, fijando un riesgo del 5 %.
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3. RESULTADOS

3.1. Experimento 1. Comparacion entre protocolos y medios de congelacién

Se observaron diferencias significativas en el porcentaje de espermatozoides moviles,
progresivos y vivos, entre medios y tiempos de congelacion sobre vapor de nitrdgeno liquido. No

obstante, la interaccion entre ambos tratamientos no fue significativa.

En las muestras congeladas con el medio A (con eliminacion del plasma seminal, 20 %
de yema de huevo y 4% de glicerol), se observaron mayores porcentajes de espermatozoides

motiles totales, progresivos y vivos que en el resto de medios (Tabla 5).

En cuanto a los tiempos de congelacion sobre vapor de nitrdgeno liquido, se observaron
mayores porcentajes de motilidad y viabilidad cuando las pajuelas fueron congeladas durante 10
minutos, que cuando fueron congeladas durante 5 minutos (Tabla 6).

Por lo tanto, para el protocolo de los siguientes experimentos se utilizé el medio A de

congelacion y las pajuelas fueron congeladas durante 10 minutos sobre vapor de nitrdgeno
liquido.
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Tabla 5. Efecto del medio de congelacién sobre la motilidad y viabilidad de los espermatozoides

de caprino
Tratamiento
MOTILES TOTALES (%) | PROGRESIVOS (%) | VIVOS (%)
MEDIO*
A 11,9 +22 742+15 14,06 +1,9
B 6,40+ 2,2 360+15 8,20+19
C 5,60 +22 2,6°+15 8,1+19

abValores con distintos superindices dentro de la misma columna son diferentes (P<0,05)
*Comparacion de diferentes medios de congelacion:
A. Semen lavado, con 20 % de yema de huevo (en medio 1 de congelacion) y 4 % de glicerol (en medio 2 de
congelacién).
B. Semen lavado, con 20 % de yema de huevo (en medio 1 de congelacion) y 7 % de glicerol (en medio 2 de
congelacion).
C.Semen no lavado, con 2 % de yema de huevo (en medio 1 de congelacidn) y 4 % de glicerol (en medio 2 de

congelacién).

Tabla 6. Efecto del tiempo de permanencia de las pajuelas en vapor de nitrégeno liquido durante
la congelacion, sobre la motilidad y viabilidad de los espermatozoides de caprino

Tratamiento
MOTILES TOTALES (%) | PROGRESIVOS (%) | VIVOS (%)
TIEMPO* (minutos)
5 2,42+ 21 1,32+14 242+18
10 13,60 £ 2,1b 780+14 17,77+18

abValores con distintos superindices dentro de la misma columna son diferentes (P<0,05

*Comparacion de diferentes tiempos de congelacion sobre vapor de nitrégeno liquido
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3.2. Experimento 2. Comparacién entre alturas de congelacién sobre vapor de

nitrogeno liquido

No se observaron diferencias significativas en los parametros de motilidad (motiles
totales y progresivos) ni viabilidad para las alturas de congelacion estudiadas (Tabla 7). Para los
siguientes experimentos se escogid la altura de 3 cm porque los resultados son ligeramente
superiores (aunque no significativos) para las muestras congeladas a esta altura que para el

resto de las alturas.

Tabla 7. Efecto de la altura de las pajuelas sobre el nitrégeno liquido durante la congelacion,
sobre la motilidad y viabilidad de los espermatozoides de caprino tras la descongelacion

Tratamiento
MOTILES TOTALES (%) | PROGRESIVOS (%) | VIVOS (%)
ALTURAS (cm)

3 58,7+9,6 447+ 89 37,7+6,4

4,5 50,2+9,6 37,7+£89 38,7164

5 55,9+9,6 414+8)9 370+6,4

6 45,7+ 9,6 329+89 37,1+6,4

8 472+9,6 31,4+89 358+6,4

3.3. Experimento 3. Comparacién entre la adicion de ciclodextrinas saturadas de

colesterol (CLC) antes o después del lavado del plasma seminal

Los resultados de motilidad (motiles totales y progresivos) y viabilidad fueron muy
similares entre el grupo control y las muestras tratadas con CLC, tanto antes como después del
lavado del plasma seminal (Tabla 8).

Como nuestro objetivo es el desarrollo de un protocolo para la adicion de CLC, en el siguiente
experimento se determind la concentracion optima de CLC para los espermatozoides de caprino,
ya que la falta de respuesta en este experimento podria deberse al uso de una concentracion de
CLC inadecuada para esta especie. Ademas, para el resto de experimentos decidimos tratar a
los espermatozoides con CLC después de la centrifugacion, ya que esto nos permitiria medir la

concentracion de espermatozoides sélo tras el lavado.

24



Resultados

Tabla 8. Efecto de la adicion de 2 mg de metil-B-ciclodextrina saturada de colesterol por cada
120x10¢ espermatozoides antes de la centrifugacion 6 después de la centrifugacion, sobre la

motilidad y viabilidad de los espermatozoides de caprino tras la descongelacion

Tratamiento MOTILES TOTALES (%) | PROGRESIVOS (%) | VIVOS (%)

Control 56,2+ 5,3 432+48 493+ 35

CLC antes de centrifugacion 55,6 £5,3 424+48 52,0£3,6
CLC despues de centrifugacion 54,4+£53 394+£48 549+35

3.4. Experimento 4. Determinacién de la concentracién Optima de ciclodextrina

saturada de colesterol (CLC)

Se observaron diferencias significativas (P<0,05) en el porcentaje de espermatozoides
moviles (motiles totales y progresivos) y vivos entre el grupo control negativo (muestras tratadas
con ciclodextrinas no saturadas de colesterol) y las muestras tratadas con 1 mg de CLC por cada
120x10¢ de espermatozoides (37 % vs. 67 % y 28 % vs. 57 % de espermatozoides motiles
totales y vivos, respectivamente; Tabla 9). No obstante, no se observaron diferencias
significativas entre el grupo control y los grupos tratados con CLC, aunque se observa un
incremento en el porcentaje de espermatozoides maviles y vivos cuando los espermatozoides

son tratados con 1 mg de CLC por cada 120x10¢ espermatozoides.

Por lo tanto, la concentracion optima de CLC para esta especie parece ser de 1 mg/
120x10¢ espermatozoides. Asi, fue ésta la concentracion elegida para el resto de experimentos.
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Resultados

Tabla 9. Comparacion entre la adicion de diferentes concentraciones de metil-B-ciclodextrina
saturada de colesterol con un control negativo (adicion de metil-B-ciclodextrina sin colesterol) y

un grupo control

Tratamiento ,
B — MOTILES TOTALES (%) | PROGRESIVOS (%) | VIVOS (%)
Control 59,480 + 53 48,92 £ 47 44,42 + 4.6
Control negativo 37,2¢+£5,3 28,90 +47 28,00+ 4,6
1mg 67,32+ 53 53,12+ 47 57,22+ 4.6
1,5mg 57,00 £5,3 43,58 + 47 45,88 + 4.6
2 mg 59,58 + 5,3 41,43 + 47 43,73 + 4.6
4 mg 57,88+ 5.3 43,080 + 47 34,26+ 4,6
6 mg 51,3 +5.3 38,380+ 47 43,08 + 4,6

abcValores con distintos superindices dentro de la misma columna son diferentes (P<0,05)

3.5. Experimento 5. Comparacion entre diferentes B-ciclodextrinas saturadas de
colesterol (B-CLC)

La calidad de los espermatozoides post-descongelacion fue similar entre las muestras
control y las tratadas con distintas B-CLC, como se aprecia en la Tabla 10. La triacetil-B-

ciclodextrina saturada de colesterol funciona peor que el resto de las B-CLC.
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Resultados

Tabla 10. Comparacion entre la adicion de diferentes B-ciclodextrinas saturadas de colesteral,

sobre la motilidad y viabilidad de los espermatozoides de caprino

Tratamiento MOTILES TOTALES (%) | PROGRESIVOS (%) | VIVOS (%)

Control 63,02+6,5 465+58 43,92+52
B-ciclodextrina 59,72+ 6,5 456 +5,8 37,080+ 52
B-ciclodextrina hydrata 55,72+ 6,5 443+58 38,30+ 52
Metil-B-ciclodextrina 60,22 £ 6,5 47658 42,18 + 572
2-hidroxipropil-B-ciclodextrina 58,22 + 6,5 46,5+5,8 39,18+ 52
Triacetil-B-ciclodextrina 48,1 +6,5 39,8£6,0 32,50 +52
2-hidroxietil-B-ciclodextrina 60,82+ 6,5 48,8 £6,0 44,72+ 52

abValores con distintos superindices dentro de la misma columna son diferentes (P<0,05)

3.6. Experimento 6. Comparacion entre a-ciclodextrinas y y-ciclodextrinas saturadas

de colesterol y entre metil-B-ciclodextrina preparada en el momento de su uso

(fresca) y metil-B-ciclodextrina descongelada

La adicion de a 'y y ciclodextrinas antes de la crioconservacion no mejoro la calidad de

las muestras post-descongelacion (Tabla 11).

Asimismo si se compara solamente la muestra control con las muestras tratadas con
metil-B-ciclodextrina preparada en ese momento (fresca) y metil-p-ciclodextrina descongelada,
tampoco se observan diferencias en el porcentaje de espermatozoides moviles. No obstante, al
tratar a los espermatozoides con metil-B-ciclodextrina descongelada se observa un incremento
significativo en el porcentaje de espermatozoides vivos con respecto al grupo control (36,5 % vs.
45,6 %; Tabla 12).
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Tabla 11. Comparacion entre la adicion de diferentes a-ciclodextrinas y y-ciclodextrinas

N MOTILES PROGRESIVOS S
TOTALES (%) (%)
Control 53,52+6,5 41,33 +57 |358+52
a-ciclodextrina 35,00 +6,5 2560 +57 |405%5,2
Hidroxipropil-o-ciclodextrina 42,00+ 6,5 31,00 +5,7 374+£52
y-ciclodextrina 43,320 + 6,5 33,00+5,7 36,4+£5,2
2-hidroxipropil-y-ciclodextrina 44 8 + 6,5 32,7 +57 38,0£5,2
Metil-B-ciclodextrina 38,7°+6,5 28,00 +5,7 349+£52

abValores con distintos superindices dentro de la misma columna son diferentes (P<0,05)

Tabla 12. Comparacion entre la adicion de metil-B-ciclodextrina fresca o descongelada, sobre la

motilidad y viabilidad de los espermatozoides de caprino

Tratamiento MOTILES TOTALES (%) | PROGRESIVOS (%) | VIVOS (%)

Control 46,054 34,0£5,0 36,5 +4,8
Metil-B-ciclodextrina fresca 42,4+ 54 31951 39,00 +4,8
Metil-B-ciclodextrina descongelada 479+54 35550 4562 +4,8

abValores con distintos superindices dentro de la misma columna son diferentes (P<0,05)

3.7. Experimento 7. Comparacion entre la adicién de metil-B-ciclodextrina saturada de

colesterol (CLC) descongelada, antes o después del lavado del plasma seminal

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre la adicion de CLC

antes o después del lavado del plasma seminal. Sin embargo, los espermatozoides tratados con

metil-B-ciclodextrina saturada de colesterol después del lavado presentaron mayores porcentajes

de espermatozoides métiles, progresivos y vivos (diferencias estadisticamente significativas),

con respecto al grupo control (Tabla

13).
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Resultados

Tabla 13. Comparacion entre la adicion de metil-B-ciclodextrina descongelada, antes y después

del lavado del plasma seminal, sobre la motilidad y viabilidad de los espermatozoides de caprino

_ MOTILES PROGRESIVOS
Tratamiento VIVOS (%)
TOTALES (%) (%)
Control 41,8° +6,2 30,00+5,9 40,4° + 47
Antes 44,23 + 6,2 32,880 +59 47,72+ 47
Despues 48,32+ 6,2 37,12+59 49,00+ 47

abValores con distintos superindices dentro de la misma columna son diferentes (P<0,05)
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4. DISCUSION

Como en todo programa de mejora, la inseminacion artificial constituye una herramienta
fundamental para el avance de la misma, ya que permite la inseminacion de muchas hembras
con el eyaculado de un macho con genes favorables. Asimismo, el uso de semen congelado
facilita la difusion del material genético porque separa la recuperacion del semen de la
inseminacion en el espacio y en el tiempo, facilitando su transporte entre largas distancias,
ofreciendo asi la posibilidad de almacenar y conservar semen de especies en peligro de
extincion o de machos fallecidos genéticamente mejorantes durante largos periodos de tiempo.

En la actualidad, la Asociacion Espafiola de criadores de la cabra Murciano-Granadina
(ACRIMUR) viene desarrollando un programa de mejora genética de la raza mediante la
eleccion y evaluacion genética de reproductores. A pesar de que los resultados obtenidos con el
uso de semen congelado son muy buenos (alrededor del 60 %; Salvador et al., 2005), éstos son
inferiores a los que se obtienen con semen conservado en estado liquido (70-80 %; Roca et al.,
1997; Karatzas et al., 1997; Paulenz et al., 2005).

Estos resultados se pueden mejorar aumentando la eficacia de la técnica. Hay estudios
que demuestran que aumentando la profundidad de deposicion del semen congelado en el
momento de la inseminacion se pueden mejorar significativamente las fertilidades, alcanzando
valores muy similares a los obtenidos con semen fresco (Leboeuf et al., 2000; Salvador et al.,
2005). Sin embargo, aumentar la profundidad presenta inconvenientes, por un lado se requiere
de una mayor especializacion por parte del inseminador y por otro, la anatomia del cuello del
Utero presenta una serie de pliegues circulares que van a dificultar el paso de la pistola de
inseminacion a traves de él. En el caso de utilizar la inseminacion artificial intrauterina (mediante

laparoscopia), se requiere mayor especializacion y los costes aumentan.

Por otro lado, también se pueden mejorar los resultados aumentando la calidad de los
espermatozoides congelados. Se ha estimado que alrededor del 50 % de los espermatozoides
resultan irreversiblemente dafiados tras la descongelacion. Ademas, los espermatozoides que
sobreviven presentan unas caracteristicas completamente distintas a los de los espermatozoides

frescos, por lo que se requiere inseminar con un mayor nimero de espermatozoides por dosis, y

30



Discusién

depositarlos mas profundamente en el tracto reproductivo de la hembra, acercando ademas el

momento de la inseminacion al de la ovulacion.

Durante el proceso de crioconservacion del semen, los espermatozoides son sometidos a
condiciones de estrés (osmotico, mecanico y descenso de la temperatura; Holt, 2000) que van a
derivar en una serie de cambios estructurales y funcionales que, en ultimo término, van a
producir una disminucion de la calidad de los espermatozoides tras la descongelacion. Estos
dafios se pueden minimizar haciendo uso de sustancias crioprotectoras y seleccionando los
rangos y descensos de temperatura adecuados para cada especie. En los ultimos afios se ha
conseguido minimizar los dafios en los espermatozoides mediante la modificacion de su

membrana plasmatica.

El uso de crioprotectores en los medios de congelacion disminuye en gran medida los
dafios. En los diluyentes se incluyen crioprotectores permeables (azlcares, proteinas y
lipoproteinas, que se afiaden mediante el uso de productos naturales como la yema de huevo y
la leche descremada) y no permeables (siendo el glicerol el mas utilizado).

A los dafios que sufren en general los espermatozoides durante la crioconservacion, hay
que sumarle las peculiaridades que presenta el semen de caprino. En su plasma seminal hay
fosfolipasas procedentes de la secrecion de las glandulas bulbouretrales, que van a interferir con
la yema de huevo o la leche descremada, incluidas habitualmente en los medios de congelacion
por su accion crioprotectora, dando lugar a sustancias toxicas para los espermatozoides. Para
disminuir la accion de las lipasas sobre la yema de huevo y la leche descremada, se pueden
utilizar dos estrategias, eliminar el plasma seminal de los eyaculados mediante centrifugacion o

disminuir el porcentaje de yema de huevo incluido en el medio.

En los protocolos de congelacion de ganado caprino como crioprotector no permeable se
suele incluir la yema de huevo en un 20 % con lavado del plasma seminal o0 en un 1,5 % sin
lavado del plasma seminal (Salamon y Ritar, 1982). El glicerol es el crioprotector permeable méas
comUnmente utilizado a una concentracion Optima entre un 4 y un 7 % (Leboeuf, 2000).
Asimismo, en caprino para la congelacion en caja de poliestireno expandido, se recomienda una

altura de 3 - 5 cm sobre vapor de nitrdgeno liquido durante 4 - 8 minutos (Purdy, 2005).
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Con el objetivo de mejorar el protocolo de congelacion y establecer valores 6ptimos, en los
dos primeros experimentos se compararon diferentes medios, tiempos de congelacion y alturas
de congelacion. En nuestro experimento, observamos mejores resultados en cuanto a motilidad
y viabilidad, en espermatozoides congelados sin plasma seminal con un 20 % de yema de huevo
y un 4 % de glicerol en el medio, y congelando durante 10 minutos a una altura comprendida
entre 3y 8 cm sobre el vapor de nitrogeno liquido. Seguramente esto es debido a que al eliminar
el plasma seminal de los eyaculados se consigue eliminar el efecto negativo de las lipasas y al
afiadir la yema de huevo en un 20 %, obtenemos un medio con un mayor porcentaje de
sustancias crioprotectoras. Por otro lado, parece ser que la concentracion dptima de glicerol para
nuestros machos se sitla en torno a un 4 % y que el tiempo de permanencia de las pajuelas
sobre el vapor de nitrégeno liquido es més importante que la altura (para un tiempo de 10

minutos).

En cuanto a la eliminacion del plasma seminal, hay cierta controversia acerca de su
beneficio. Nuestros resultados son similares a los que obtuvieron Cabrera et al. (2005), con un
mayor porcentaje en espermatozoides métiles, cuando se eliminaba el plasma seminal y se
incluia la yema de huevo en un 12 %, frente a los eyaculados enteros y con un 1,5 % de yema
de huevo en el medio (25,7 % vs. 5,3 %). Choe et al. (2006), detecté un mayor porcentaje de
espermatozoides vivos en las muestras lavadas que en las no lavadas (56 % vs. 3 %). Sin
embargo, contrastan con los obtenidos por Tuli y Holtz (1994), que observaron disminuciones
significativas tanto en motilidad como en viabilidad, en muestras a las que se les elimino el
plasma seminal y fueron congeladas con un 20 % de yema de huevo. Y con Azerédo et al.
(2001) que obtuvo mejores resultados cuando no se elimind el plasma seminal y la yema de
huevo se incorpord en un 2,6 % al medio de congelacion. Estas diferencias observadas pueden
deberse a diferentes concentraciones en lipasas dentro del plasma seminal entre razas (Roca et
al., 1997).

Cabe sefialar, que los bajos resultados obtenidos en el primer experimento contrastan con
los obtenidos en los experimentos siguientes. Estos bajos resultados podrian ser debidos a la
disminucion en la frecuencia de recuperacion de los machos, ya que en los siguientes
experimentos se les comenzo a recuperar de forma rutinaria a un ritmo de dos extracciones de

Semen por semana.
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La membrana plasmética de los espermatozoides juega un papel muy importante en el
mantenimiento de la estructura y funcionalidad celular, y constituye una de las estructuras mas
dafiadas durante la congelacion. Existen diferencias entre especies en cuanto a
termorresistencia, debidas principalmente a diferencias bioquimicas en el ratio
colesterol/fosfolipidos y ratio acidos grasos poliinsaturados/saturados en la composicion de sus
membranas, siendo lo ideal un ratio elevado de colesterol/fosfolipidos y un ratio bajo en
polinsaturados/saturados, como se indica en la introduccion. Por otra parte, durante la
crioconservacion la membrana plasmatica de los espermatozoides sufre cambios muy similares
al estadio de la capacitacion (Gillan et al., 1997), donde tiene lugar una pérdida de colesterol. En
teoria, si se consiguiera aumentar la cantidad de colesterol en las membranas plasmaticas, los
espermatozoides deberian ser mas resistentes al choque térmico y estar menos capacitados
(Mocé y Graham, 2006. Datos no publicados), mejorando asi su calidad tras la descongelacion.
El contenido en colesterol de las membranas es facilmente manipulable mediante el uso de
ciclodextrinas. Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos, que si se saturan previamente con
colesterol son capaces de actuar como medio portador para incorporarlo a las membranas

plasmaticas.

En este trabajo, se ha estudiado el desarrollo de un protocolo para la adicion de colesterol a
las membranas plasmaticas de los espermatozoides de caprino, mediante el uso de diferentes
ciclodextrinas saturadas de colesterol. La adicion de ciclodextrinas saturadas de colesterol a los
espermatozoides ha sido estudiada en otras especies y se ha observado mejoras en su motilidad
y viabilidad. En caballos (Combes et al., 2000), en cerdos (Zeng y Terada, 2001a; 2001b), en
toros (Purdy y Graham, 2004), en burros (Alvarez et a., 2006) y en moruecos (Morrier et al.,
2004; Mocé y Graham, 2006. Datos no publicados) se han observado mejoras tanto en el
porcentaje de motiles totales como en el de vivos entre los espermatozoides tratados con CLC

antes de la crioconservacion y los no tratados.

En primer lugar tratamos de determinar el momento méas adecuado para la adicion de las
CLC (antes o después de la centrifugacion). Para ello, se escogié una ciclodextrina y una
concentracion habitualmente utilizadas con otras especies (Mocé y Graham, 2006. Datos no
publicados). No obstante, no se observd una mejora en la calidad de los espermatozoides tras el
tratamiento con CLC. Esta falta de respuesta fue posiblemente debida a la concentracion de CLC
utilizada (2 mg de CLC por cada 120x10¢ de espermatozoides), ya que podria no ser dptima para
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el tratamiento de los espermatozoides de esta especie. Tal vez podria ser debido a que en
caprino la concentracion de colesterol en la membrana plasmatica es mayor que en las especies
en las que se han afiadido las CLC (0,59 vs. 0,26, 0,36 y 0,45; en cerdo, caballo, morueco y toro
respectivamente), y requieren una menor concentracion de CLC para alcanzar niveles optimos

de colesterol.

Cuando se determiné la concentracion optima de CLC, ésta se sitla alrededor de 1 mg de
CLC por cada 120x106 de espermatozoides. En toros (Purdy y Graham, 2004), que poseen una
concentracion de colesterol en la membrana plasmatica similar a caprino, obtuvieron valores
similares con la adicién de metil-3-CLC a una concentracion de 1,5 mg de CLC por cada 120x106
de espermatozoides. Ademas, se observan diferencias significativas entre los espermatozoides a
los que se les afiade ciclodextrina sin saturar de colesterol tanto, con el grupo control como con
los espermatozoides a los que se les afade las ciclodextrinas saturadas de colesterol. Estas
diferencias se deben a que las ciclodextrinas captan colesterol de las membranas plasmaticas,
desestabilizandolas. De hecho, se sabe que las ciclodextrinas se pueden usar como promotores
de la reaccion acrosémica en los espermatozoides, lo que supone una pérdida de colesterol en

sus membranas y por tanto, una disminucion de su longevidad (Iborra et al., 2000).

Una vez determinada la concentracion optima de CLC, se paso a evaluar la adicion de
diferentes CLC. Se suelen utilizar derivados de las ciclodextrinas, porque mejoran tanto su
solubilidad en agua como su capacidad para disolver compuestos hidrofobicos (Yancey et al.,
1996). Ademas, de los derivados de CLC se sabe que las B-ciclodextrinas son las que presentan
mayor afinidad para capturar colesterol, seguidas de las y y las a-ciclodextrinas (Moce y
Graham, 2006; datos no publicados). Por ello, se uso la metil-B-ciclodextrina en los primeros
experimentos. Sin embargo, en este trabajo no se han observado diferencias entre diferentes q,

y y B-ciclodextrinas.

Por otra parte, para facilitar el manejo durante los experimentos, se compar6 entre la
adicion de CLC fresca (preparada en ese momento) con la adicion de CLC descongelada, y se
observd un mayor porcentaje de espermatozoides vivos tras la descongelacion cuando los
espermatozoides fueron tratados con CLC descongelada. Tal vez esto sea debido a que tras la
congelacion/descongelacion de las CLC, aumenta la solubilidad de las CLC en el medio, de

forma que puedan interaccionar mejor con los espermatozoides.
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Los resultados obtenidos indican que la adicion de ciclodextrinas saturadas de colesterol
(CLC) a los espermatozoides de caprino puede mejorar su motilidad y viabilidad, hasta 7,9 y
12,8 puntos més (respectivamente) en comparacion con las muestras control, afiadiéndolas a
una concentracion de 1 mg de CLC por cada 120x10% de espermatozoides. Ademas, el
porcentaje de espermatozoides vivos mejora si se utiliza CLC congelada/descongelada para el

tratamiento de los espermatozoides.

Partiendo de este protocolo, en el ultimo experimento se volvié a comparar la diferencia
entre afiadir las CLC antes o después de la centrifugacion, y en este caso se observo que la
adicion después del lavado mejora tanto motilidad total como el porcentaje de espermatozoides

VIVOS.

Dentro de la variabilidad de los datos obtenidos en todos los experimentos, hay que tener en
cuenta que los experimentos se han hecho con muestras de eyaculados individuales, no con
pooles. Y se sabe que existen diferencias individuales, entre machos que congelan bien sus
espermatozoides y machos que no (Holt, 2000; Moore et al., 2005; Hernandez et al., 2007).

Como conclusion, basandonos en los resultados de este trabajo, recomendamos el lavado
de los eyaculados para eliminar el plasma seminal, incluyendo la yema de huevo en un 20 % vy
el glicerol en un 4 % en los medios de congelacion y congelando durante 10 minutos a una altura
entre 3 y 8 cm sobre vapor de nitrégeno liquido. Ademas, segun los parametros de motilidad y
viabilidad, las ciclodextrinas saturadas de colesterol descongeladas y afiadidas después de la
centrifugacion (del lavado del plasma seminal) pueden mejorar la calidad de los espermatozoides

tras el proceso de crioconservacion.

En la practica, se han utilizado pardmetros de viabilidad y motilidad para evaluar los
experimentos, en este caso puede ser Util, pero hay que tener en cuenta que estas evaluaciones
no son capaces de detectar todas las alteraciones que se producen en los espermatozoides ni
de valorar la fertilidad de los mismos. Esto es debido a que hay muchos factores implicados en el
potencial de fecundacién que no dependen solo de los espermatozoides, sino que dependen
también de la hembra, ya que en su tracto reproductivo tienen lugar procesos tan importantes
como la capacitacion, para que el espermatozoide adquiera capacidad fecundante. Por otra

parte, influyen también factores de manejo, tales como la destreza del inseminador, la
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profundidad de deposicion del semen o el tratamiento de sincronizacion de las hembras (y la

deteccion del celo).

En futuros trabajos, deberia evaluarse otros aspectos de funcionalidad espermatica en los
espermatozoides enriquecidos con colesterol, tales como los procesos de capacitacion de los
espermatozoides, su resistencia osmotica 0 su resistencia a la incubacion. Ademas, deberia
evaluarse su capacidad fecundante mediante test de adherencia a la zona pelucida, test de
fecundacion in vitro y en dltimo lugar, evaluar la fertilidad in vivo, mediante inseminaciones

artificiales con semen crioconservado tratado con ciclodextrinas saturadas de colesterol.
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4. IMPLICACIONES

Al igual que en otras especies, se puede conseguir mejorar la calidad de los
espermatozoides de caprino post-descongelacion mediante la adicion de ciclodextrinas
saturadas de colesterol antes de la crioconservacion. Esto podria suponer un paso méas para
lograr una mejora en la eficacia de las inseminaciones con semen congelado con respecto al

semen conservado en estado liquido.

Por otra parte, y teniendo en cuenta la elevada variabilidad que existe entre machos en
cuanto a congelabilidad, el desarrollo de un protocolo para mejorar la calidad de los
espermatozoides tras la descongelacion puede permitirnos la inclusion en los esquemas de
mejora, de machos con caracteres mejorantes cuyos espermatozoides son menos resistentes a
la congelacion (y que de otra forma pueden ser eliminados del programa por no cumplir los

requisitos minimos de calidad seminal tras la descongelacion).
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