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Resumen.

Los medios utilizados para congelar semen de conejo incluyen como crioprotectores la
acetamida, el dimetilsulfoxido y en muchos casos yema de huevo o un disacarido (sacarosa
o trealosa). A dia de hoy, la posibilidad de inseminar con semen congelado con fines
productivos es todavia descartable a consecuencia de sus inferiores y variables tasas de
fertilidad y prolificidad. En los ultimos afios se ha estudiado la incorporacién al medio de
criopreservacion de polisacaridos como el dextrano o el ficoll. Estos compuestos son capaces
de reducir tanto los dafios por la formacion de cristales intra y extracelulares como el estrés
osmético derivados de los medios de criopreservacidn. Por ello, el objetivo del presente
estudio es evaluar la utilizacion del ficoll y dextrano en un medio de criopreservacion
espermatica de conejo y comprobar cdmo afectan tanto a la preservacién de las membranas
espermaticas (plasmdtica y acrosomal) como a la motilidad y fecundidad de los
espermatozoides.

El trabajo se realizd en 2 fases experimentales. En la primera se evaluaron 8 medios de
criopreservacion espermatica que diferian en sus niveles de concentracién inicial de ficoll y
dextrano (4 y 6% peso/volumen) y concentracion de sacarosa (0.1M y 0.05M) frente a un
medio estandar de criopreservacion sin polisacaridos y con 0.1 M de sacarosa. Para cada uno
de ellos (9) se valoraron el porcentaje de espermatozoides post-descongelacién que no
sufrieron dafos a nivel de membrana plasmatica y acrosomal y los parametros cinéticos de
los espermatozoides. En la segunda fase, atendiendo a las resultados obtenidos in vitroy a
las limitaciones del estudio in vivo, se seleccionaron dos de los medios y dos protocolos de
criopreservacion que diferian en la velocidad de congelacidn, y se evalud la fecundidad y
prolificidad de éstos frente a un grupo control (semen no congelado).

Los analisis post-descongelacién mostraron que la adicién de los polisacaridos al medio no
contribuyd a mejorar ninguno de los pardmetros espermaticos evaluados. En cambio, si que
se observd un efecto de la concentracion de sacarosa en el medio, siendo inferiores los
dafios post-descongelaciéon a nivel de membrana plasmatica y acrosomal cuando la
concentracion de sacarosa en el medio era de 0,1 M.




En cuanto a la segunda fase experimental, los resultados de los analisis in vivo para los
medios seleccionados (medio de criopreservacidon estandar y medio con dextrano al 6%
peso/volumen y sacarosa 0,1M) mostraron una respuesta diferencial de los medios en
funcidn del protocolo de criopreservacion utilizado, obteniendo porcentajes de fertilidad al
parto similares al control para el medio estandar con el protocolo de congelacion
programable y prolificidades similares al control para el medio estandar con el protocolo de
congelacion en caja. No obstante, teniendo en cuenta ambos parametros productivos el
semen descongelado no permitié obtener resultados competitivos con el control. Asi pues,
en base a los resultados obtenidos, puede concluirse que la adicion de un polimero de ficoll
o dextrano (pm 70.000) a niveles del 4 y 6 % (peso/volumen) a un medio estdndar no mejora
los parametros de calidad seminal in vitro ni los broductivos in vivo.
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Title.

Effect of ficoll and dextran polysaccharides in the freezing medium on the viability and
fertility of rabbit sperm

Abstract.

The mediums used to freeze rabbit sperm include acetamide, dimethylsulfoxide and, in
many cases, egg yolk or a disaccharide (sucrose or trehalose) as cryoprotectants. Nowadays,
the possibility of inseminate with frozen semen for productive purposes is still ruled out
because their lower and variable rates of fertility and prolificacy. In recent years, have been
studied the incorporation of polysaccharide, such as dextran or ficoll, to the
cryopreservation medium. These compounds are able to reduce damage due to the
formation of intra and extracellular crystals as osmotic stress derivatives of cryopreservation
medium. Therefore, the objective of this study is to evaluate the application of ficoll and
dextran in the medium of rabbit sperm cryopreservation and check how they affect to the
preservation of sperm membranes (plasmatic and acrosome), motility and fertility.

The study was conducted in two experimental phases. In the first, 8 mediums of sperm
cryopreservation were performed. These mediums differed in their initial ficoll and dextran
concentration levels (4 and 6% weight / volume) and sucrose concentration (0.05M 0.1M
and) and were evaluated against a standard cryopreservation medium without
polysaccharide and 0.1 M sucrose. For each (9) were evaluated the percentage of sperm
post-thaw with not damage at plasma and acrosomal membrane level and kinetic
parameters of sperm. In the second phase, based on the results obtained in vitro and
limitations of the study in vivo, two mediums and two freezing protocols, which differed in
the rate of freezing, were tested, analysing the fertility and prolificacy versus a control group
(not frozen sperm).

Post-thaw analysis do not show significance of the polysaccharide in the medium for any of
the parameters evaluated. However, an effect of sucrose concentration was observed in the
medium, being lower post-thaw damage at plasmatic and acrosomal membrane level, when
the sucrose concentration in the medium was 0.1 M. In the second experimental phase, the
results of in vivo analysis of the selected mediums (standard cryopreservation medium and
a medium with dextran at 6% weight / volume and 0.1M sucrose) showed a differential
response of the medium according to the cryopreservation protocol used. Similar fertility
rates to the fresh control for standard medium with the programmable freezing protocol
were obtained and similar prolificity to the fresh control for standard medium with the
freezing box protocol. However, taking into account both production parameters, the post-
thawed sperm not allowed to obtain competitive results with the fresh control. Thus, based
on the results obtained, it can be concluded that the addition of ficoll or dextran polymer
(mw 70,000) at levels of 4 and 6 % (weight/volume) to a standard medium does not improve
in vitro and in vivo results.
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1. Introduccién

A lo largo de los afios, la aplicacién de la inseminacién artificial en conejos ha ido aumentando
progresivamente en aquellos paises en los que se practica la cria intensiva de esta especie. Las
necesidades de produccién han podido cubrirse realizando las inseminaciones artificiales con
esperma fresco y refrigerado, almacenado durante un corto periodo de tiempo (menos de 36
horas; Viudes-de-Castro et al., 1999; Roca et al., 2000; Lopez-Gatius et al., 2005). De esta forma
se consiguen altas tasas de fertilidad y prolificidad logrando asi satisfacer la demanda. No
obstante, no disponer de un procedimiento de almacenamiento eficaz (criobancos de semen)
dificulta de un lado la difusion de material genético y de otro la conservacidn ex situ de sus
recursos genéticos. Con el objetivo de superar dicha limitacidn, se han estudiado los efectos de
la criopreservacion sobre el espermatozoide de conejo. La mayoria de autores que han llevado
a cabo ensayos in vivo en este ambito han experimentado las dificultades asociadas al uso del
esperma de conejo criopreservado (menores tasas de fertilidad y/o prolificidad que el esperma
fresco y refrigerado; Mocé y Vicente, 2009). Debido a esto, todavia hoy la criopreservacion del
esperma de conejo supone un desafio que promueve el desarrollo de nuevos protocolos y
medios de criopreservacion que se adapten mejor a las caracteristicas del esperma de conejo.

1.1. Criopreservacion.

La criopreservacion es un proceso que se aplica a células y tejidos con el objetivo de preservar
su viabilidad y funcionalidad el mayor tiempo posible. Esto se consigue deteniendo su
metabolismo de modo que cualquier actividad biolégica o bioquimica queda interrumpida de
forma indefinida. Para ello reduce la temperatura hasta -1969C, utilizando sustancias
crioprotectoras para evitar, tanto como sea posible, la formacion de cristales intra y
extracelulares y también los cambios osmaticos asociados al descenso de la temperatura.

1.1.1. Problemas de la criopreservacion del esperma.

La aplicaciéon de esta técnica al esperma resulta en un proceso a lo largo del cual los
espermatozoides son sometidos a situaciones de estrés térmico, osmético y mecdanico, los cuales
tienen lugar durante los pasos de dilucién, equilibrado, enfriamiento, congelacion vy
descongelacién del semen (Andrabi, 2009). El periodo de equilibrado corresponde al momento
en el que el esperma entra en contacto con el medio de criopreservacion, justo antes de iniciar
el protocolo de congelacién. En este punto se produce la entrada al interior celular de las
sustancias crioprotectoras permeables para establecer un equilibrio entre la concentracidn intra
y extracelular dando lugar a cambios osméticos del medio (Salomon y Maxwell, 2000). En la
mayoria de las especies de mamiferos, durante la congelacion y descongelacion del esperma se
producen la mayor parte de los dafios en las células (principalmente debido a la formacién de
cristales de hielo intra y extracelulares), produciéndose pérdidas de motilidad y viabilidad,
cambios morfolégicos como dafios acrosomales y alteraciones funcionales (Pacey et al., 2009;
Mocé y Vicente, 2009). Debido a esto la calidad del esperma desciende notablemente y con ello
su capacidad fecundante.



Por otra parte, cabe remarcar que el éxito de la criopreservacion varia considerablemente entre
especies, entre individuos de una misma especie e incluso entre eyaculados de un mismo
individuo, lo cual se atribuye a las diferencias en la composicién de las membranas y
caracteristicas biofisicas de los espermatozoides (Thurston et al., 2002). Esto pone de manifiesto
lo complejo que puede llegar a ser establecer un protocolo de criogenizacion del esperma, ya
no general para todas las especies, si no para una misma especie, y esperar que los resultados
gue se obtengan sean siempre los mismos.

La forma en que la especie y la variacion entre individuos actian como factores que influyen en
la susceptibilidad del semen a sufrir dafnos durante el proceso de criopreservacién ha sido
descrita previamente (Holt, 2000; Leibo y Songsasen, 2002). En cuanto al efecto de la especie en
la cripreservacién, se ha observado que las relaciones colesterol:fosfolipidos y acidos grasos poli-
insaturados:saturados de los diferentes compartimentos de membrana espermaticos pueden
favorecer el éxito en el proceso de criopreservacién. Se ha demostrado que estos ratios, que
varian segun la especie, determinan la sensibilidad al enfriamiento, la permeabilidad a los
crioprotectores asi como la contribucidn o no del plasma seminal (Curry et al., 2000). El esperma
de humano, vacuno, ovino, caprino y de algunas aves de corral puede ser congelado con relativo
éxito mientras que el de otras especies como son porcino, jabalies, lagomorfos, roedores o
marsupiales sufre graves dafios pese a la utilizacion de protocolos especificos de especie (Lysa
et al., 2002; Pacey et al., 2009). Por otra parte, la variabilidad de la calidad del esperma
congelado-descongelado entre individuos ha sido también documentada en varias especies
(Thomas et al., 1997; Songsasen y Leibo, 1997; Thurston et al., 2001; Thurston et al., 2002). En
estos estudios se realizaron inseminaciones heteroespérmicas con esperma congelado-
descongelado las cuales hicieron visibles diferencias individuales que afectan a la fertilidad
después de la criopreservacion. En algunas especies ganaderas los centros de inseminacion
introducen entre sus protocolos de seleccidn la catalogacion de sus sementales como buenosy
malos congeladores (Sellem et al., 2015).

1.1.2. Ventajas de la criopreservacion del esperma.

Entre los diversos motivos por los cuales la criopreservacién del esperma es importante
destacan: mantener la diversidad genética en las poblaciones de especies salvajes y domésticas
(Critser y Russell, 2000), facilitar la difusién de lineas de especies domésticas que sean
genéticamente superiores, preservar especies, razas o lineas animales en peligro de extincion
(Mocé et al., 2010), poder recuperar lineas animales valiosas en caso de que accidentalmente
se pierdan (a causa de una enfermedad, por ejemplo). Ademas, la criopreservacion del esperma
puede ser una alternativa para el transporte de animales entre paises, resolviendo problemas
como el periodo de cuarentena (Liu et al., 2007).

Desde el punto de vista sanitario, la criopreservacién del esperma permite realizar un analisis
exhaustivo de las dosis para inseminacién artificial antes de su comercializacion (Mocé et al.,
2010), también puede aplicarse en tratamientos de infertilidad (Nalesnik et al., 2004) o puede
utilizarse para la creacién de bancos genéticos de esperma de modelos animales genéticamente
modificados para el estudio de enfermedades humanas (Critser y Russell, 2000). Ademas esta
técnica es muy util en los centros de inseminacion artificial puesto que permite llevar a cabo por
un lado la obtencién del eyaculado y la preparacion de la dosis para inseminar y por otro la
realizacion de la inseminacidn artificial, lo cual supone un manejo mas organizado y productivo
de los animales y el personal (Mocé et al., 2010).



1.2. Caracteristicas del esperma fértil.

Parte de la complejidad de tratar con esperma se debe al hecho de que cada espermatozoide es
una célula multicompartimental y que cada uno de sus componentes debe ser funcional para
gue éste sea capaz de fertilizar un ovocito. Cada espermatozoide debe poseer: la motilidad
(Colenbrander et al., 2003); las mitocondrias activas para suministrar la energia necesaria para
la motilidad (Graham et al., 1980); las membranas acrosomales intactas para que puedan
experimentar los cambios caracteristicos de la capacitacion permitiendo de este modo la
reaccién del acrosoma en el momento correcto para facilitar a la célula espermatica unirse a la
zona pellcida y la oolemma (Graham, 1996; Graham, 2001); las membranas plasmaticas que
permiten la fusidén con el oolemma (Amann, 2005) y un nucleo capaz de realizar una adecuada
descondensacidn, reorganizacién nuclear, y un rendimiento genético apropiado para mantener
el desarrollo embrionario y cigético (Amann y Hammerstedt, 1993). Con todos estos atributos
un espermatozoide puede lograr la correcta fecundacién de un ovocito (Graham, 1996).

1.2.1. Evaluacion de la calidad del esperma. Capacidad fecundante.

Durante los ultimos 75 afos los investigadores han desarrollado ensayos de laboratorio para
estudiar las caracteristicas que ha de tener un espermatozoide para ser capaz de fertilizar un
ovocito (Colenbrander et al., 2003; Graham et al., 1980; Graham, 1996; Graham, 2001; Graham
y Mocé, 2005), pero todavia se desconocen algunos de estos requisitos y la forma de evaluarlos.
El principal problema es que la capacidad fecundante de un espermatozoide depende de
muchos atributos, algunos de los cuales solo podrdn ser realmente evaluados tras su interaccion
con el tracto reproductor de la hembra y el ovocito, y la mayoria de los ensayos in vitro que se
realizan actualmente Unicamente evallan una o dos de las caracteristicas, de forma que el
espermatozoide puede ser correcto en un atributo pero deficiente en otros. Por lo tanto, esto
conlleva a una sobreestimacidon del nimero de espermatozoides fértiles en una muestra de
semen. Puesto que estos ensayos, para cada atributo medido, evalian una parte representativa
de la poblacidn de la muestra, combinar los resultados de dos o tres ensayos diferentes en la
misma poblacién de espermatozoides no determina el verdadero niumero de espermatozoides
fértiles en una poblacién. Para lograr esto, se deberia evaluar, de forma simultanea en cada
espermatozoide, todos los atributos necesarios para la fertilizacion, tal y como se representa en
la figura 1.

80
704
60

40
301
201
10+

Percent of Population

1 2 3 4 5 6 7 n
Number of Sperm Attributes Evaluated

Figura 1. Hipotéticas subpoblaciones de espermatozoides consideradas como fértiles en una muestra de
semen en funcion del numero de atributos evaluados simulténeamente (Amann y Hammerstedt, 1993).



Para evaluar caracteristicas de forma simultanea y a una parte representativa de la poblaciéon
de la muestra espermatica, actualmente se dispone de la técnica de citometria de flujo. El
citbmetro permite que, una a una, las células previamente tefiidas con marcadores
fluorescentes para algunas de sus caracteristicas o atributos, sean evaluadas (integridad de la
membrana citoplasmatica y acrosomal con SYBR Green y FICT-PNA respectivamente, por
ejemplo). Es una técnica que aporta una gran sensibilidad, rapidez y versatilidad analitica al
estudio de los espermatozoides y permite analizar de forma simultanea la viabilidad y el estado
de los acrosomas de unos 50,000 espermatozoides por minuto (Graham y Mocé, 2005).
Recientemente, se han incorporado a los sistemas de andlisis de la motilidad espermatica la
capacidad de integrar andlisis morfométricos y el marcaje fluorescente de algunas funciones
como la viabilidad, integridad del acrosoma o funcionalidad mitocondrial. De esta forma puede
llegarse a caracterizar en base a 3-4 caracteristicas en subpoblaciones espermaticas de una
misma muestra (Pefia, 2015). Ello permite una mejora de la capacidad predictiva de la fertilidad
espermatica, aunque no suficiente, ya que no da una respuesta a la variabilidad de los resultados
observados in vivo, de forma que no pueden establecerse correlaciones directas y claras entre
los datos obtenidos in vivo e in vitro. Desafortunadamente, ninguno de los parametros
evaluados in vitro aporta la suficiente informacion sobre la fertilidad real del esperma (Graham
y Mocé, 2005; Rodriguez-Martinez y Barth, 2007).

1.2.2. Correlacion entre los resultados in vitro e in vivo.

Los estudios realizados demuestran que las correlaciones entre los resultados obtenidos en el
laboratorio y la fertilidad son inconsistentes (Graham et al., 1980; Amann, 1989; Amann vy
Hammerstedt, 1993). Uno de los motivos por los que esto ocurre se debe a que el esperma ha
de poseer muchos atributos para fertilizar un ovocito, como se ha explicado previamente. Por
otro lado, para la mayoria de estos atributos, no existe una graduacién, desde un minimo a un
maximo, que afecta a la fertilidad, sino que, como ha sido demostrado, un espermatozoide debe
poseer en un correcto estado cada atributo para ser capaz de fertilizar un ovocito (Amann y
Hammerstedt, 1993). Por lo tanto, al evaluar especificamente un atributo del esperma puede
postularse que éste es 0 no propenso a tener una buena capacidad de fertilizacién, pero no
puede determinarse si esa muestra sera fértil.

Ademds hay muchas variables que tienen un marcado efecto sobre el resultado de la fertilidad,
pero algunas de ellas no tienen nada que ver con el propio esperma (Amann, 2005). Por ultimo,
para poder determinar de forma fiable la fertilidad de una muestra o de un medio de
criopreservacion es necesario realizar un nimero suficiente de inseminaciones (Amann, 2005).

A pesar de la dificultad que radica en correlacionar los datos de laboratorio con la fertilidad, la
evaluacion in vitro de la calidad del semen sigue siendo importante. Aunque los analisis de
semen en el laboratorio no pueden predecir el potencial de fertilizacidn real de una muestra de
semen, el analisis puede predecir muestras de baja fertilidad y permitir la exclusién de esas
muestras de un programa de inseminacién artificial (Colenbrander et al., 2003; Graham, 1996;
Amann, 1989; Amann, 2005).



1.3. Criopreservacion del esperma de conejo.
1.3.1. Historia de la criopreservacion del esperma de conejo.

El desarrollo de los métodos de congelacidn de semen en el conejo se inicié en los afios
cincuenta (Smith y Polge, 1950; Emmens y Blackshaw, 1950) pero no fue hasta la década de los
sesenta cuando se comenzaron a realizar mas publicaciones relacionadas con Ia
criopreservacion del esperma de conejo. Los primeros estudios testaron el efecto de las
sustancias que habian mostrado un caracter crioprotector en otras especies, como fueron el
glicerol o la yema de huevo, quedando tempranamente descartado el glicerol, habitual en
muchas otras especies como agente crioprotector permeable (Mocé y Vicente, 2009). Algunos
autores demostraron que la criopreservacion del esperma de conejo mejora cuando se utilizan
sustancias crioprotectoras con una mayor permeabilidad, tales como el dimetilsulféxido (DMSO)
o el etilenglicol, en lugar del glicerol (Fox y Burdick, 1963; Sawada y Chang, 1964).

Con los afios, los datos arrojados por los estudios de criopreservacién mostraron que el esperma
de conejo presenta unas caracteristicas biofisicas que lo hacen muy sensible al tratamiento de
congelacién, de forma que la calidad del esperma se ve gravemente afectada durante el proceso
de criopreservacion. Esto hizo que se adoptaran nuevas lineas de investigacién, testando nuevos
medios de criopreservacion, nuevos agentes crioprotectores y diferentes concentraciones de
estos. También se estudiaron nuevos protocolos de congelacidon, nuevas metodologias de
inseminacién in vivo e incluso nuevos materiales para la refrigeracion, el congelado y el
almacenamiento del semen de conejo.

1.3.2. Medios y agentes crioprotectores.

Existen diferentes variables que influyen en el éxito de la congelacién del semen, tales como el
medio de crioperservacidn, los agentes crioprotectores utilizados y su concentracidn, el sistema
de almacenamiento del semen, el proceso de congelacion y el de descongelacidn. De entre estos
factores, el agente crioprotector utilizado tiene una importancia primordial puesto que es el
encargado de minimizar el estrés fisico y quimico que sufren los espermatozoides durante la
refrigeracion, la congelacién y la descongelacion. Pero no una mayor concentracién del
crioprotector ni un mayor tiempo de exposicién al mismo resulta en una mayor proteccion
puesto que estas sustancias tienen un efecto tdxico en la célula produciendo el descenso de la
motilidad, la desestabilizacién de la membrana y la desnaturalizacién de proteinas y enzimas
(Rosato y laffaldano, 2013; Swain y Smith, 2010).

Los medios utilizados para congelar semen de conejo incluyen como crioprotectores la
acetamida o el DMSO y en bastantes casos yema de huevo y un disacarido (sacarosa o trealosa).
Sin embargo, por razones sanitarias, interesa eliminar los productos de origen animal de los
medios de criopreservacion (Thibier y Guerin, 2000) y que ademas son de composicion
desconocida, por lo que el medio no queda definido. En este sentido se llevaron a cabo
diferentes estudios, algunos de los cuales consiguieron suplir la presencia de yema de huevo con
la adicién de sacarosa y DMSO a altos niveles (Sawada y Chang, 1964; Vicente y Viudes-de-
Castro, 1996).



A diferencia de otras especies, la membrana plasmatica de los espermatozoides de conejo
presenta un ratio colesterol:fosfolipidos elevado y el ratio entre a&acidos grasos
poliinsaturados:saturados es bajo (Castellini et al., 2006; Darin-Bennett y White, 1977). Estos
ratios son importantes para conocer la naturaleza, la fluidez y el grado de empaquetamiento de
la membrana de los espermatozoides. Altos niveles de colesterol resultan en una estructura mas
cohesiva, rigida e impermeable (Darin-Bennett y White, 1977). Por lo tanto, la membrana de
estos espermatozoides presenta una baja permeabilidad al agua y una alta energia de activacion
debido a la estabilidad que proporciona el colesterol (Curry et al., 1995). Esta baja permeabilidad
al agua concuerda con la necesidad de usar sustancias crioprotectoras de bajo peso moleculary
una alta permeabilidad (tales como DMSO o amidas) para la criopreservacion del esperma de
conejo (Curry et al., 1995).

En los ultimos anos, la mayoria de los medios utilizados para la criopreservacion del esperma de
conejo contienen un crioprotector permeable combinado con uno no-permeable para conseguir
una mejor estabilizacién de la membrana durante el proceso de criopreservacion (Mocé y
Vicente, 2009). Las sustancias crioprotectoras no-permeables, tales como disacéridos (lactosa
o trealosa) actuan principalmente como osmoprotectores y pueden mitigar los dafios causados
por los crioprotectores permeables. A concentraciones similares, las sustancias crioprotectoras
no-permeables resultan menos téxicas que las permeables, inhiben la formacién de cristales de
hielo, ayudan a reducir el estrés osmoético estabilizando las concentraciones internas de
sustratos y disminuyen la cantidad de crioprotector permeable necesaria (Swain y Smith, 2010;
Rosato y laffaldano, 2013). Por su parte, las sustancias crioprotectoras permeables aumentan la
fluidez de la membrana, deshidratan parcialmente la célula, bajando de esta forma el punto de
congelacion y reduciendo el niumero y el tamafo de los cristales de hielo intracelulares
formados, lo cual supone el principal factor biofisico de muerte espermdtica durante la
criopreservacion (Holt, 2000).

Muchos investigadores han centrado su atencion en los efectos crioprotectores que tienen los
componentes no-permeables del medio de criopreservacidn con un peso molecular mas elevado
que los disacéridos y los trisacaridos cuando se trabaja con esperma y embriones (Dalimata y
Graham, 1997; Shaw et al., 1997; Kuleshowa et al., 2001). Se ha visto que la incorporacién de
polisacdridos (compuestos no permeables de gran peso molecular) reduce tanto los dafios por
la formacidn de cristales intra y extracelulares como el estrés osmatico derivado de los medios
de criopreservacion protegiendo la membrana celular durante el proceso de enfriamiento y
congelacion. Entre éstos se encuentra el polisacarido ficoll, un polimero altamente soluble y
relativamente inerte (Suarez et al., 1991).

El ficoll actia como un agente crioprotector no permeable ya que afecta a la viscosidad del
medio crioprotector y preserva las células mediante la reduccién de la tensidn mecanica, el
recubrimiento de las células, la proteccion de la membrana celular y evitando la cristalizacion
durante la congelacién y la descongelacion (Dumoulin et al., 1994; Shaw et al., 1997; Kuleshowa
et al., 2001). La accidn crioprotectora del ficoll ha sido estudiada en esperma de ratén (An et al.,
2000), sin embargo no resultd efectiva. En cambio, se ha utilizado con éxito en la
criopreservacion de embriones de ratén en estado de mérula y blastocisto (Kasai et al., 1992;
Papis et al., 2005; Makarevich et al., 2008a).



Recientemente se han realizado estudios de criopreservacidon de esperma de conejo con ficoll
como segundo agente crioprotector no-permeable en un medio de congelacién que contenia
sacarosa como crioprotector no-permeable y DMSO como permeable y se ha visto que aumenta
la viscosidad del medio y protege al esperma de conejo de los dafios ocasionados durante la
criopreservacion (Kulikova et al., 2014).

Otro polisacarido que despertd el interés en la comunidad cientifica por sus propiedades
crioprotectoras fue el dextrano, polimero formado por la unién de moléculas de glucosa,
altamente soluble, biocompatible y biodegradable. Inicialmente, en criopreservacion, se utilizd
para la conservacion de globulos rojos (Ashwood-Smith et al., 1971; Pellerin-Mendas et al.,
1997; Quan et al., 2011) pero no mucho después se aplicé a la criopreservacion del esperma,
donde se testd el efecto crioprotector que tenia este polimero seglin su masa molecular
(Schmehl et al., 1986; Kundu et al., 2002). ). Se ha visto que también actiia como un crioprotector
no-permeable, aumentando la viscosidad del medio y con ello reduciendo los dafios por estrés
mecanico (Viudes-de-Castro et al., 2010). Se ha utilizado, en combinacidon con DMSO, para la
construcciéon de matrices 3D con el objetivo de favorecer el ensamblaje celular (Wang y Xu,
2010). La ultima aplicacion de este polisacarido ha sido como crioprotector de células madre de
la sangre del corddn umbilical (Chen et al., 2016). Hasta ahora no se ha aplicado este polisacarido
a un medio de congelacién de esperma de conejo como agente crioprotector no-permeable por
lo que estudiar su efecto crioprotector en esta especie serd uno de los objetivos del presente
trabajo.

1.3.3. Protocolos de congelaciéon-descongelacion.

De la misma forma que ocurre con los medios de criopreservacion, no se ha establecido un
protocolo Unico para la congelacién y descongelacion del esperma de conejo. Inicialmente traté
de aplicarse el protocolo de criopreservacion del esperma de vacuno a conejo pero se vio que
no se conseguian buenos resultados por lo que fue necesario hacer una adaptacion del
protocolo a esta especie. En este sentido se han descrito muchos procedimientos distintos que,
aunque todos se asemejan en los pasos seguidos durante el descenso de la temperatura, varian
principalmente en los tiempos de aplicacidn, los materiales utilizados, las temperaturas
aplicadas y las velocidades de descenso de las mismas. Estas variaciones se realizan con el
objetivo de conseguir mantener en mejores condiciones el esperma para que, tras la
descongelacidn, se conserve una elevada capacidad fecundativa.

En distintos estudios realizados se ha comprobado que, al contrario que en otras especies,
enfriar el esperma de conejo desde 37 a 52C puede llevarse a cabo tanto de forma répida (Mocé
y Vicente, 2002) como lenta (Parrish y Foote, 1986), obteniéndose en ambos casos unos
resultados de fertilidad similares a los del esperma fresco. Esto se debe a que la membrana de
los espermatozoides de conejo posee un ratio colesterol: fosfolipidos elevado que le aporta una
mayor estabilidad (Castellini et al., 2006; Darin-Bennett y White, 1977).



La mayoria de autores continta el proceso de criopreservacion enfriando el esperma en vapor
de nitrégeno (-1209C) pero difieren en el tiempo de aplicacion y el sistema de congelacion
utilizado (caja de congelacion de poliestireno expandido o congelador programable automatico)
(Mocé et al., 2003; laffaldano et al., 2012; Kulikova et al., 2014; Cheny Foote, 1994; Mocé et al.,
2015). Durante la etapa de enfriamiento del esperma se produce la mayor parte de la pérdida
de la calidad del espermay con ello, de su fertilidad (Mocé y Vicente, 2009). Por ultimo, de forma
comun en todos los estudios, el esperma se introduce en nitrégeno liquido (-1962C) para
finalizar asi el proceso de criopreservacion y proceder a su almacenamiento.

La fase de descongelacion del esperma criopreservado es critica para la fecundidad. La mayoria
de autores la llevan a cabo en un bafio de agua a 37-399C, sin embargo, otros utilizan
temperaturas mas elevadas, reduciendo el tiempo de aplicaciéon de las mismas (509C, 12
segundos; Mocé et al.,, 2003a). Los principales factores que se estudian para mejorar los
resultados en esta fase son: la temperatura, los tiempos de aplicacion de la misma y el material
que se utiliza para almacenar el esperma. Estos factores han sido estudiados por diversos
autores, tomando como parametros de valoracion la fertilidad y la prolificidad, para discernir el
éxito del procedimiento (Chen y Foote, 1994; Mocé et al., 2003b).

1.3.4. Problemas con la criopreservacion de esperma de conejo.

Durante la criopreservacién del esperma de conejo, de la misma forma que se ha visto que
ocurre en otras especies en que se ha aplicado, éste es sometido a una situacion de estrés
(térmico, osmodtico y mecdnico) que conlleva una disminucién del porcentaje de
espermatozoides con el acrosoma intacto, una disminucion de la motilidad y un descenso del
porcentaje de células viables. Ademdas, también se ha observado una corta longevidad,
problemas con el transporte de los espermatozoides y el desarrollo de una capacitaciéon
prematura. Todo ello produce una disminucién de la calidad espermatica y esto se ve reflejado
en una disminucidn de la fertilidad cuando este semen congelado-descongelado se aplica en
inseminacién artificial (Mocé y Vicente, 2009; Mocé et al., 2010). Pese a los avances realizados,
la posibilidad de inseminar con semen congelado-descongelado con fines productivos no es
todavia factible a consecuencia de la variabilidad de los resultados, siendo sus tasas de fertilidad
y prolificidad generalmente inferiores que las que se obtienen con semen fresco y refrigerado
(Mocé y Vicente, 2009).

1.3.5. Fertilidad y prolificidad. Factores que influyen en los resultados.

La definicion y medicidn de la fertilidad varia entre los distintos estudios. Puede considerarse
como el porcentaje de hembras cuyos embriones son viables tras la fecundacién, el porcentaje
de hembras gestantes tras un determinado nimero de dias, o el porcentaje de hembras que
paren tras la inseminacién (Colenbrander et al,, 2003; Graham et al., 1980; Graham, 1996;
Graham, 2001; Amann, 2005). En cualquier caso, tanto la fertilidad como la prolificidad (tamafio
de camada) son los datos mas Utiles y precisos que permiten caracterizar el estado del esperma.
El factor limitante en muchos estudios es el nimero de inseminaciones necesarias para valorar
de forma fiable la fertilidad, ya que, al ser una variable binomial, es necesario trabajar con un
elevado nimero de datos. Por ello, han de inseminarse al menos 75 hembras para obtener una
variacién del 10% (Graham y Mocé, 2005).



Cuando se trabaja con esperma para realizar inseminaciones artificiales, los pardmetros que
realmente interesan y los que verdaderamente van a indicar la calidad del esperma son la
fertilidad y la prolificidad (Graham y Mocé, 2005). De ahi que en los estudios en que se trabaja
con semen criopreservado el objetivo sea lograr unas tasas de fertilidad y prolificidad tan
semejantes como sea posible a las del esperma fresco. Pero el principal problema cuando se
realizan inseminaciones artificiales con esperma criopreservado es la elevada variabilidad de los
resultados obtenidos (Mocé y Vicente, 2009).

Entre los factores que provocan esta variabilidad en los resultados pueden encontrarse
pardmetros que dependen de la muestra de semen y que, algunos pueden detectarse en el
analisis del mismo (la motilidad de las muestras, la resistencia a la criopreservacién del esperma
del macho donante, la concentracion y el volumen del esperma introducido) y otros pardmetros
independientes del semen (el estado receptivo de las hembras inseminadas, la edad de las
mismas, el tiempo que transcurre entre la inseminacidn y la ovulacion, la competencia del
inseminador y las condiciones de las granjas donde se encuentran las hembras) (Graham y Mocé,
2005; Mocé y Vicente, 2009).



2. Objetivo

El objetivo del presente trabajo es estudiar el efecto de los polisacaridos ficoll y dextrano en el
medio de congelacidén espermatica de conejo y evaluar como afectan tanto a la preservacién de
las membranas espermaticas (plasmdtica y acrosomal) como a la motilidad y capacidad
fecundante de los espermatozoides.
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3. Material y métodos

3.1. Disefo experimental.

El estudio se disefidé en dos fases experimentales, la primera se llevd a cabo en el Instituto de
Ciencia y Tecnologia Animal de la Universidad Politécnica de Valencia (UPV), mientras que la
segunda fase se realizd en las instalaciones experimentales del Centro de Investigacion y
Tecnologia Animal del Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (CITA-IVIA).

3.1.1. Experimento 1. Efecto de los medios de criopreservacion in vitro sobre los
parametros seminales post-descongelacion.

En esta primera fase se llevd a cabo un andlisis in vitro de criopreservacién de semen de conejo
con el objetivo de testar el efecto de la incorporacién de los polisacaridos ficoll y dextrano al
medio de congelacién. Se evaluaron 8 medios de congelacion espermatica que diferian en su
concentracién inicial de ficoll y dextrano (4 y 6% peso/volumen para ambos) y en su
concentracién de sacarosa (0,1M y 0,05M) frente a un medio estandar de congelaciéon (MEC) sin
polisacaridos y con 0,1 M de sacarosa. Para cada uno de ellos (9) se valoraron el porcentaje de
espermatozoides post-descongelacidon que no sufrieron dafios a nivel de membrana plasmatica
y acrosomal, asi como las caracteristicas cinéticas de los espermatozoides.

3.1.2. Experimento 2. Efecto del medio y del protocolo de criopreservacion sobre la
fertilidad al parto y la prolificidad.

A partir de los resultados del primer experimento se seleccioné uno de los medios que contenia
dextrano y se compard su fertilidad in vivo con el medio de congelacién habitual tras aplicar dos
procedimientos de congelacidn distintos (congelador programable frente a caja de congelacidn).
De esta forma quedaron definidos 4 grupos de trabajo mds un quinto grupo (control) constituido
por conejas que fueron inseminadas con semen no congelado. Se evaluaron sus efectos a nivel
de motilidad, de la membrana plasmatica y acrosomal mediante citometria de flujo y, sobre la
fertilidad y prolificidad mediante inseminacidn artificial.

3.2. Animales experimentales y condiciones ambientales.

Se utilizaron 35 machos adultos de la linea R de origen raza California que ha sido
seleccionada por velocidad de crecimiento durante 36 generaciones y 256 conejas nuliparas de
la linea A (origen Neozelandés) que ha sido seleccionada por tamafio de camada durante 42
generaciones. Los 25 machos donantes de semen del experimento 1 estuvieron alojados en las
instalaciones del Instituto de Ciencia y Tecnologia Animal de la UPV, mientras que los otros 10
machos donantes de semen y las 256 conejas fueron alojados en las instalaciones del Centro de
Investigacion y Tecnologia Animal (Segorbe-IVIA). Todos los animales fueron alojados en jaulas
individuales bajo condiciones ambientales controladas: temperatura media diaria minima de
17.52Cy maxima de 25.52C, fotoperiodo de 16 horas de luzy 8 horas de oscuridad, y acceso libre
a aguay pienso comercial (17.5% de proteina cruda, extracto de éter 3.5%, 16.7% de fibra cruda,
2938 kcal / kg sobre materia seca).
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3.3. Recoleccion del semen.

La obtencién de las muestras de semen para el estudio se realizdé haciendo uso de una vagina
artificial y colectando las muestras de cada macho por separado. La vagina artificial es un
dispositivo que trata de proporcionar al pene los estimulos térmicos y mecanicos necesarios
para que la eyaculacién se produzca. Consta de un cuerpo semirrigido, un revestimiento interno
o camisa y un colector del eyaculado (figura 2). El cuerpo es un cilindro con dos aberturas
terminales. En una de ellas se sitla un tubo colector, mientras que la otra permite la
introduccion del pene del conejo y la eyaculacion. Este cilindro dispone de un orificio que
permite la introduccién de agua caliente. La camisa es otro cilindro de latex mas largo que el
cuerpo, de forma que, una vez introducido en él, se puedan revertir los bordes. De este modo
se forma una cavidad cerrada entre el cuerpo y la camisa destinada a contener agua caliente. El
colector es un tubo estéril de didmetro ajustado a la abertura mas estrecha del cuerpo.

Figura 2. Materiales para armar la vagina artificial

Figura 3. Vagina artificial armada

Para la coleccion, la vagina armada se mantuvo a 509C para estimular la eyaculacién y evitar que
la muestra recogida contuviese orina puesto que una temperatura inferior estimula la miccion
(figura 3). Una vez obtenidas las muestras fueron trasportadas al laboratorio en un recipiente
aislante para protegerlas frente a cambios de temperatura. La coleccidon de muestras se realizo
dos veces por semana durante un mes y medio.
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3.4. Evaluacion inicial del semen.

En cada tanda de coleccién, Unicamente aquellos eyaculados de color blanco y una motilidad
estimada superior al 70% se consideraron como aptos para constituir una mezcla
heterospérmica de la cual, posteriormente, se determiné su concentracién, motilidad, viabilidad
porcentaje de anomalias morfolégicas y dafos en acrosoma. Para proceder al estudio de las
muestras primero se retird el gel en aquellas en las que estaba presente. Una vez realizado esto
se procedio a evaluarlas a 372C, haciendo uso de un microscopio de contraste de fases a 200x
con platina termostatada. Para ello se prepard una alicuota de 20 plL del eyaculado diluida en
relacidn 1:10. El diluyente utilizado para todas las muestras y valoraciones fue Tris—acido citrico—
glucosa (TCG; Viudes-de-Castro et al., 1999) suplementado con albumina de suero bovino (BSA;
3 mg/ml). En este andlisis preliminar de visu, las muestras que tenian una motilidad superior al
70%, y no se observaban aglutinaciones de espermatozoides ni un numero elevado de
espermatozoides anormales (cabezas sueltas, presencia de dos colas, colas enroscadas, piezas
intermedias dobladas y cabezas anormales) pasaron a formar parte de la mezcla
heterospérmica.

De cada mezcla heterospérmica (originada a partir de los distintos eyaculados seleccionados) se
tomé una alicuota (sin diluir) para evaluar las caracteristicas en fresco y el resto se congeld
siguiendo el protocolo que se describe mas adelante. Para las muestras frescas y congeladas-
descongeladas se prepararon las siguientes diluciones con las que se realizaron las evaluaciones
de sus caracteristicas:

- 20 pL de muestra diluida 1:10 en TCG-BSA para la valoracion de motilidad y viabilidad.

- 20 pL de muestra diluida 1:20 en glutaraldehido para el analisis de la integridad
acrosomal, la concentracién y el porcentaje de anormales (estos dos Ultimos parametros
solo se evaluaron en el semen fresco).

Si realizado el espermiograma que se describe a continuacion, la muestra heterospérmica (en
fresco) tenia una motilidad inferior al 70%, un porcentaje de espermatozoides anormales
superior al 25% o un porcentaje de acrosomas intactos inferior al 75% quedaba descartada para
su congelacion en los experimentos 1y 2.

3.5. Andlisis de los parametros seminales.
3.5.1. Determinacion de la concentracion.

A partir de una muestra de la mezcla heterospérmica diluida 1:20 en glutaraldehido se realizé la
determinacion de la concentracién de la misma. Para ello se utilizé contraste de fases negativo
en un microscopio Nikon Eclipse E400 (Nikon Corporation Instruments Co., IZASA, Barcelona,
Espafia) con el objetivo de 400x. La muestra se colocd en una cdmara cuenta glébulos Thomay
se cuantific6 el nimero de espermatozoides en base a las indicaciones del fabricante.
Previamente a la realizacién del contaje, se dejo la muestra 2 minutos en reposo una vez
colocada en la cdmara para que asi todos los espermatozoides se situasen en el mismo plano de
vision.

13



3.5.2. Analisis morfoladgicos.

Mediante los analisis morfolégicos se determind tanto el estado de los acrosomas como el
porcentaje de espermatozoides normales presente en la muestra. Con el fin de determinar el
estado de los acrosomas se utilizé la mezcla heterospérmica diluida 1:20 en glutaraldehido, la
cual se observé mediante microscopia de contraste de fases negativa con un microscopio Nikon
Eclipse E400 (Nikon Corporation Instruments Co., IZASA, Barcelona, Espafia) visualizando con el
objetivo de 400x. Se contaron entre 150 y 200 espermatozoides y se determind el estado del
acrosoma (intacto o dafiado, figura 4).

Figura 4. Evaluacion del estado de los acrosomas. En rojo los acrosomas dafiados (presentan la membrana
difusa), en amarillo los intactos (se observa la membrana nitida). Imagen A tomada a 400x; imdgenes B y
Ctomadas a 1000x.

Con los datos obtenidos se calculé el porcentaje de acrosomas intactos (nimero de
espermatozoides con el acrosoma intacto x 100 / niUmero total de acrosomas evaluados).

El andlisis morfoldgico se completé determinando el porcentaje de espermatozoides normales
presentes en la muestra, haciendo uso de la misma preparacién y el mismo método de
visualizacidn que el empleado en la determinacidn del estado de los acrosomas. Se
contabilizaron entre 150 y 200 espermatozoides y se clasificaron en normales y anormales
(cabezas sueltas, presencia de dos colas, colas enroscadas, piezas intermedias dobladas y
cabezas anormales; figura 5).
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Figura 5. Andlisis del estado morfoldgico de los espermatozoides. En verde se observan los que presentan
una morfologia anormal; en purpura los considerados como normales. Las tres imdgenes (A, B, C) han sido
tomadas a 400x.

Con los datos obtenidos se calculd el porcentaje de espermatozoides normales (nimero de
espermatozoides con morfologia normal x 100 / nimero total de espermatozoides contados).

3.5.3. Andlisis de la viabilidad.

Este andlisis se realizé haciendo uso de un kit de viabilidad espérmica (LIVE/DEAD Sperm Viability
Kit, Eugene, Oregon, USA) que contiene SYBR-14 y yoduro de propidio (IP) como agentes de
tincidon. SYBR-14 es un compuesto permeable a la membrana celular que se une al ADN presente
en el nicleo emitiendo fluorescencia de color verde siempre y cuando el citoplasma mantenga
su actividad acetilasa y actue sobre el fluorocromo, lo que ocurre si la membrana citoplasmatica
estd intacta. En cambio, el IP no es permeable a la membrana plasmatica, por lo que Unicamente
serd capaz de tefiir aquellas células que presenten dafos en la misma al intercalarse en su ADN.
De esta forma pueden observarse dos poblaciones celulares diferenciadas, los espermatozoides
con membrana citoplasmatica intacta (viables, coloracidn verde) y los que muestran dafios en
la membrana citoplasmatica (no-viables, coloracién roja).

La tincidn se realiz6 afiadiendo 2.5 L de SYBR-14 (previamente diluido 1:100 con DMSO) y 2.5
pL de yoduro de propidio (IP; diluido 1:100 con TCG) a 200 pL de mezcla heterospérmica diluida
1:10 en TCG-BSA. Tras esto se dejd incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos antes
de su valoracion. Durante todo este proceso y su posterior observacién se trabajé en oscuridad
para asi evitar la pérdida de intensidad de la fluorescencia.

Para su visualizacion se utilizd microscopia de fluorescencia usando un microscopio Nikon
Eclipse E400 (Nikon Corporation Instruments Co., IZASA, Barcelona, Espafia) observando a 400x.
Para la evaluacidn se utilizaron diferentes filtros. Se empled el filtro G-2A con una longitud de
onda de excitacién de 510-560 nm y emisién a 575-590 nm, para hacer visibles las células
dafiadas tefiidas con IP (rojo) y el filtro B-2A con una longitud de onda de excitacidn de 450-490
nm y emision a 505-520 nm para observar, con fluorescencia verde, las células viables tefiidas
con SYBR-14 (figura 6).
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Figura 6. Imagen A, tomada a 400x con el filtro B-2A, se observan las células viables. Imagen B, tomada a
400x con el filtro G-2A, se observan las células no-viables.

Se realizd un recuento en distintos campos hasta obtener un total de 150-200 espermatozoides
para obtener unos datos representativos de la muestra y con ellos se calculé el porcentaje de
viabilidad (nimero de espermatozoides viables x 100 / nimero espermatozoides totales).

3.5.4. Andlisis de la motilidad.

Para caracterizar la motilidad se hizo uso de un microscopio Nikon Eclipse E200 (Nikon
Corporation Instruments Co., IZASA, Barcelona, Espaia) , una cdmara Makler (Sefi- Medical
Instruments, Haifa, Israel) y del sistema CASA (Computer Assisted Semen Analysis) que permite
una evaluacion objetiva de la motilidad seminal (Sperm VisionTM; MiniTube, Tiefenbach,
Alemania) (figura 7). El andlisis de cada muestra se realizé con la mezcla heterospérmica diluida
1:10 en TCG-BSA y en platina termostatada a 372C.

Con el objetivo de 100x se tomaron 6 videos con 30 imdagenes por segundo para registrar, al
menos, 200 espermatozoides de cada mezcla heterospérmica, medio ensayado y procedimiento
de congelacidon (segln experimento). A partir del andlisis de los mismos se recogieron los datos
de porcentaje de motilidad total (motilidad > 5 m/s), velocidad curvilinea (VCL; distancia total
recorrida por la cabeza del espermatozoide a lo largo de su trayectoria real por unidad de tiempo
(um/s)), velocidad media (VAP; distancia recorrida por el espermatozoide a lo largo de la
trayectoria media de circulacidn en el periodo de observacion (um/s)), indice de linealidad (LIN;
es la relacion porcentual entre la velocidad rectilinea y la velocidad curvilinea. LIN = (VSL/VCL) x
100) y la amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide (ALH,
(um)). De esta forma quedd caracterizada la motilidad para cada una de las muestras.
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Figura 7. Imdgenes de las trayectorias espermdticas analizadas por el sistema CASA. Imagen A, mezcla
heterospérmica en fresco. Imagen B, mezcla heterospérmica congelada-descongelada.

3.6. Experimento 1. Efecto de los medios de criopreservacion in vitro sobre los parametros
seminales post-descongelacion.

3.6.1. Medios de congelacién ensayados.

Para poder testar el efecto del dextrano y el ficoll en el medio de congelacién del semen se
trabajé con 9 medios de distinta composicion. Estos medios diferian entre si en la concentracion
de sacarosa, en el polisacarido incluido y en la concentracion del mismo. La composicién de los
medios estudiados se muestra en la tabla 1.
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Tabla 1. Composicion inicial de los medios de congelacion estudiados.

Control

Sacarosa (g)
(PM 342.3)
DMSO (mL)
3M (PM 78.13)
Dextrano (g)

3.42 3.42 3.42 1.71 1.71 3.42 3.42 1.71 1.71

213 213 213 213 21.3 21.3 213 213 213

0 4 6 4 6 - - - -
(PM 70)
Ficoll (g)

0 - - - - 4 6 4 6
(PM 70)

Dextrano (D), ficoll (F), concentracidn alta (N) o baja (R) de sacarosa y concentracion alta (6) o baja (4) de
polisacdrido.

Para cada medio se anadid diluyente TCG-BSA hasta enrasar a 100 mL, se determind el pH (en
todos los casos oscilaba entre 6.8 y 6.9) y se estimé la osmolaridad de los medios, la cual se situd
entre 3700 y 4000 mOsmKg™. Como medio estdndar de congelacidn se considerd el utilizado en
varios estudios como medio habitual, definido por el grupo de investigacién en 1996 y que ha
venido siendo utilizado en diferentes estudios, el cual no incluye ningin polisacdrido en su
composicion (Vicente y Viudes-de-Castro, 1996; Viudes-de-Castro y Vicente, 1996; Viudes-de-
Castro et al., 1999; Mocé et al., 2003b; Lavara et al., 2005; Mocé y Vicente, 2009; Kulikova et al.,
2014). Tanto para el dextrano como para el ficoll se testaron 4 medios combinando la
concentracién alta (N) o baja (R) de sacarosa con la concentracién alta (6) o baja (4) de
polisacarido dando lugar a cuatro combinaciones posibles para cada polisacarido (N4, N6, R4,
R6).

3.6.2. Protocolo de congelacion.

El protocolo de congelacidn utilizado en este experimento se basa en un procedimiento habitual
descrito por distintos autores (Dalimata y Graham, 1997; Mocé et al., 2003; laffaldano et al,,
2012; Kulikova et al., 2014), brevemente:

Cada mezcla heterospérmica se dividid en nueve alicuotas y se realizé una dilucidn 1:1 con cada
uno de los medios. A continuacién se cargaron en pajuelas de plastico de 0,25 mL (MINITUB,
Labortetechnik GmbH y Co., Tiefenbach, Alemania), llenando al menos 3 pajuelas por medio
para tener suficiente muestra para evaluar tras la congelacién. Tras ser cargadas, las pajuelas se
cerraron con alcohol polivinilico (IMV TECHNOLOGIES, ref 018815, Saint Ouen sur Iton, Francia)
el cual forma un tapdn en el extremo. Seguidamente se inicid el proceso de criopreservacion,
colocando las pajuelas en una gradilla metalica y enfridndolas a 52C durante 45 minutos en un
refrigerador programado a dicha temperatura. Posteriormente se procedio a colocar la gradilla
metdlica en vapor de nitrégeno (alrededor de -1209C). Para ello se utiliz6 una caja de
congelaciéon en la que se introdujo nitrégeno liquido a 5 cm por debajo del nivel en que se situaba
la gradilla (tal y como se muestra en la figura 8) durante 10 minutos. A lo largo de este proceso
las pajuelas presentaban toda su superficie libre para permitir una correcta transmision de la
temperatura. Por ultimo se vertieron las pajuelas en el nitrégeno liquido alcanzando asi las
mismas una temperatura de -1962C y quedando preparadas para su almacenamiento.
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Figura 8. Caja de congelacion con gradilla para el
soporte de las pajuelas.

3.6.3. Protocolo de descongelacion del semen.

Para descongelar las pajuelas se introdujeron en un bafo de agua a 502C y se agitaron durante
10 segundos (Mocé et al., 2003; laffaldano et al., 2012). El contenido de las mismas fue vertido
en microtubos cortando los tapones de ambos extremos quedando preparada la muestra para
el analisis post-descongelacidon del semen. Este proceso se realizd individualmente con cada
pajuela.

3.6.4. Evaluacion de los parametros seminales post-descongelacion.

A las muestras de semen congeladas-descongeladas se les realizd el andlisis de la motilidad,
viabilidad y el andlisis morfélogico del estado del acrosoma siguiendo los protocolos
correspondientes descritos previamente. Todos los datos obtenidos fueron recogidos para su
posterior analisis estadistico.

3.7. Experimento 2. Efecto del medio y del protocolo de criopreservacion sobre la
fertilidad al parto y la prolificidad.

3.7.1. Medios de congelacion ensayados.

En esta segunda fase experimental se estudiaron dos factores, la capacidad fecundante in vivo
de los medios de criopreservacion (MEC y D70N6) y las diferencias entre 2 protocolos de
congelacién, quedando asi definidos 4 grupos experimentales. Unicamente se trabajé con 2
medios debido a que la cantidad de hembras disponibles para ser inseminadas era un factor
limitante puesto que es necesario inseminar mdas de 50 conejas por medio para detectar
diferencias de fertilidad superiores al 15% y de mas de un gazapo en la prolificidad de las conejas
inseminadas.

3.7.2. Protocolo de criopreservacion del semen.

Para llevar a cabo el segundo experimento se establecieron dos métodos distintos de
criopreservacion del semen. El primero de ellos es el descrito previamente en el experimento 1,
basado en la utilizacion de una caja de congelacidn, mientras que en el segundo se utilizé un
congelador programable automatico (Mini-Digitcool, IMV Technologies; Mocé et al., 2015;
figura 9).
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Figura 9. Congelador programable automdtico

Este sistema de congelacién permite establecer una rampa programable de descenso de la
temperatura. De la misma forma que en el primer protocolo, las pajuelas fueron refrigeradas
durante 45 minutos. Tras esto, fueron congeladas desde 52C hasta -62C a una velocidad de -52C
min? (Chen y Foote, 1994). A continuacion se bajé la temperatura de -62C a -1002C a una
velocidad de -402C min y se mantuvieron a -1002C durante 30 segundos. El siguiente descenso
de temperatura se produjo a una velocidad de -702C min? desde -1002C hasta -1502C y
finalmente se introdujeron en nitrégeno liquido para su almacenamiento (Mocé et al., 2015).

Para la descongelacion del semen se llevd a cabo siguiendo el procedimiento descrito en el
experimento 1.

3.7.3. Citometria de flujo.

Las muestras de semen con las que se realizaron las inseminaciones fueron caracterizadas. Se
determind su concentracion siguiendo el protocolo previamente descrito pero tanto el andlisis
de viabilidad como el de morfologia se llevaron a cabo mediante citometria de flujo.

3.7.3.1. Determinacion de la viabilidad mediante citometria de flujo.

El porcentaje de espermatozoides viables en cada muestra se determiné usando la tincion
fluorescente dual SYBR-14/IP. Todas las muestras fueron diluidas hasta una concentracién de 30
x 108 espermatozoides/mL con el diluyente atemperado (TCG-BSA). Las muestras se tifieron para
el andlisis de citometria de flujo transfiriendo alicuotas de 0.1 mL de muestra a tubos que
contenian 0.45 mL de TCG, 2.5 mL de SYBR-14 (solucién 10 mM en DMSO) y 2.5 mL de IP
(solucién 1.5 mM en agua purificada). Se incubaron (10 minutos a 222C) y se filtraron a través
de una malla de nylon (para eliminar fragmentos celulares y deshechos) y se analizaron usando
un citometro de flujo Epics XL-MCL (Beckman Coulter, IZASA, Barcelona, Espafia) equipado con
un laser idnico de argdn (15-mW488-nm argon ion laser; Cyonics; Coherent, Santa Clara, CA,
USA) y el software EXPO 2000 (Coulter Corporation).

La fluorescencia verde del SYBR-14 se detectd usando un filtro de 550 nm combinado con otro
filtro (FL1) de 525 nm (ancho de banda 505-545 nm). De igual forma, la fluorescencia roja del IP
se detectd usando un filtro de 645 nm combinado con un filtro (FL3) de 620 nm (ancho de banda
605-635 nm). El valor fotomultiplicador del detector para FL1 se fijé a 650 V, mientras que para
FL3 se fij6o a 691 V. Se analizd6 un minimo de 10,000 espermatozoides por muestra y en cada
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analisis se detectaron 4 subpoblaciones de espermatozoides (figura 10): espermatozoides vivos
(A1), espermatozoides en apoptosis (A2), particulas (A3) y espermatozoides muertos (A4). En los
resultados solo se considerd el porcentaje de espermatozoides vivos (SYBR-14 positivos y IP
negativos) (Viudes-de-Castro et al., 2014; Petrunkina y Harrison 2010; Petrunkina et al. 2010;
Mocé et al., 2015).
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Figura 10. Datos y grdficos obtenidos en el andlisis de la viabilidad espermdtica mediante
Citometria de flujo.

3.7.3.2. Determinacion del estado de los acrosomas mediante citometria de flujo.

El estado de los acrosomas en cada muestra se determind utilizando una tincidn dual formada
por FITC-PNA/IP. Las muestras diluidas se tifieron transfiriendo alicuotas de 0.1 mL en tubos que
contenian 0.45 mL de TCG, 1.5 mL de lectina marcada con fluoresceina (FITC-PNA, solucién a 1
mg/mL en solucién salina) y 2.5 mL de IP (solucién 1.5 mM en agua purificada). Las muestras
tefiidas se incubaron (10 minutos a 229C) y se filtraron usando una malla de nylon de 40 mm
(para eliminar fragmentos celulares y deshechos).

La fluorescencia se midié usando un sensor FL-1, un filtro de 525 nm para detectar el FITC-PNA,
un sensor FL-2 y un filtro de 575 nm para detectar el IP. Como se muestra en la figura 11, se
detectaron cuatro subpoblaciones de espermatozoides: muertos con el acrosoma intacto (C1),
muertos con el acrosoma reaccionado (C2), vivos con el acrosoma intacto (C3) y vivos con el
acrosoma reaccionado (C4). Se calculd el porcentaje de acrosomas intacto como la proporcion
de espermatozoides vivos con el acrosoma sin reacccionar (Casares-Crespo et al., 2016).
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Figura 11. Datos y grdficos obtenidos en el andlisis del estado de los acrosomas
mediante citometria de flujo.

3.7.4. Inseminacion artificial.

Para el estudio de la fertilidad y prolificidad de los medios de crioconservacion seleccionados se
realizaron 256 inseminaciones. Las inseminaciones se llevaron a cabo con una pipeta curvada de
plastico (22 cm de largo y 0.5 mm de didametro; vaina francesa de inseminacién).
Inmediatamente tras la inseminacidn se indujo la ovulacidn inyectando intramuscularmente 1ug
de acetato de buserelina (Suprefact, Sanofi-aventis, S.A, Barcelona, Espafia).

Para las inseminaciones con semen fresco, considerado como control, se introdujeron 0.5 mL a
una concentracion de 20 millones de espermatozoides / mL. En cambio, para el semen
congelado-descongelado se trabajé con 0.5 ml de muestra a una concentracion de 40 millones
de espermatozoides / mL. Para obtener estas concentraciones para un mismo volumen (0.5 mL)
se diluyd (TCG-BSA) hasta la concentracion deseada la muestra fresca y la descongelada.

Tras el parto se contabilizé el nimero de gazapos nacidos vivos, el nimero de los que nacieron
muertos y el nimero total de nacidos.

22



3.8. Analisis estadistico.

Los pardmetros seminales de las muestra post-descongelacién fueron analizados mediante un
modelo lineal generalizado que incluyé, en el experimento 1, como efecto fijo el medio de
congelacion (9 medios) y como covariable el pardmetro correspondiente obtenido de la mezcla
heterospérmica analizada, mientras que en el experimento 2 se incluyé como efecto fijo el
medio de congelaciéon (MEC y D70N6), el protocolo de congelacidn (congelador programable y
caja de congelacion) y su interaccidon y como covariable el pardametro correspondiente obtenido
de la mezcla heteréspermica analizada.

La fertilidad al parto se analizé por medio de una funcién binomial probit_link, en la que se utilizd
como efecto fijo los 5 grupos experimentales (control fresco, MEC prog, MEC caja, D70N6 prog,
D70N6 caja). Se asignaron valores binomiales a la fertilidad, de modo que las conejas
inseminadas que llegaron a parir recibian un valor de 1, y aquellas que no parieron, un valor de
0. Se realizé un analisis de la varianza usando un modelo lineal general en el que se incluyé como
efecto fijo los 5 grupos experimentales (control fresco, MEC prog, MEC caja, D70N6 prog, D70N6
caja).

Los analisis se realizaron con el paquete estadistico SPSS 16.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA,
2002).
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4. Resultados

4.1. Experimento 1. Efecto de los medios de criopreservacion in vitro sobre los parametros
seminales post-descongelacion.

4.1.1. Mezclas heterospérmicas incluidas en el estudio.

Las tablas 2 y 3 muestran las caracteristicas de cada una de las mezclas heterospérmicas
utilizadas para evaluar los 9 medios de congelacién. En estas se incluyen los valores de los
porcentajes de viabilidad, acrosoma no reaccionado, espermatozoides con morfologia normal
y motilidad, asi como los pardmetros cinéticos, velocidad curvilinea (VCL), velocidad media
(VAP), indice de linealidad (LIN) y desplazamiento lateral de la cabeza (ALH). Todos ellos fueron
incluidos como covariables en los respectivos andlisis sobre los pardmetros post-descongelacion
del esperma.

Tabla 2. Valores de los pardmetros (no-cinéticos) de las mezclas heterospérmicas incluidas en el
experimento 1.

el SN g AT ormats
1 396 80.0 98.0 92.0
2 352 80.4 96.0 93.0
3 504 83.5 84.7 83.6
4 260 90.0 75.0 84.2
5 512 87.0 87.7 85.9
6 270 75.6 78.9 81.0
7 780 79.7 96.0 77.7

Tabla 3. Valores de los parametros (cinéticos) de las mezclas heterospérmicas incluidas en el experimento
1.

hete':g:;zf;icas % Motilidad vCL VAP LIN ALH
1 88 90.8 59.2 43.8 2.8
2 70 68.2 37.3 29.9 2.6
4 88 97.6 51.6 27.2 3.3
5 77 82.6 51.1 39.6 3.0
6 77 80.3 42.5 28.3 2.8
9 75 93.1 54.7 35.9 3.2
10 78 97.3 50.6 25.6 2.9

VCL: velocidad curvilinea, VAP: velocidad media, LIN: indice de linealidad, ALH: desplazamiento lateral de
la cabeza.

Las mezclas heterospérmicas utilizadas muestran valores seminales similares a los de estudios
previos sobre calidad seminal y criopreservacion de semen de conejo (Castellini et al., 2006;
Rosato y laffaldano, 2011; laffaldano et al., 2012; Casares-Crespo et al., 2016).
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4.1.2. Efecto de los medios de criopreservacion sobre los parametros no-cinéticos del
esperma post-descongelacion.

Los medios de criopreservacion protegieron diferencialmente la membrana acrosomal (figura
12). Los datos muestran que los medios que presentaban los niveles mas elevados de dextrano,
ficoll y sacarosa tienden a proteger mejor dicha membrana, aunque ninguno de ellos ha
mejorado los resultados del medio estandar de congelacion (MEC). Pudo observarse que la
reduccion del contenido de sacarosa tiende a empeorar la conservacién post-descongelacion de
la membrana acrosdmica (medio D70R4, D70R6, F70R4 y F70R6). El coeficiente de la covariable
(% acrosoma intacto en el semen fresco) fue de 1.37 £ 0.124.
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Figura 12. Porcentaje de acrosomas intactos post-descongelacion en funcion del medio de
criopreservacion. Valores de Ism * es (medias ajustadas por minimos cuadrados + error estandar). Barras
con diferente superindice difieren estadisticamente (P < 0.05).

La viabilidad espermatica post-descongelacion, determinada por la integridad de la membrana
plasmatica, resulté afectada de diferente forma en funcién del medio de congelacién utilizado
(figura 13). En este caso, los medios D70N4, D70N6, F70N4, F70N6 y F70R6 mostraron similares
resultados al MEC. También se aprecid que la reduccién del contenido de sacarosa en los medios
(D70R4, D70R6, F70R4) tiende a empeorar la conservacion post-descongelacion de lamembrana
plasmatica, a excepcién del medio F70R6, cuyos resultados fueros similares al MEC. El
coeficiente de la covariable (viabilidad del esperma fresco) fue de -0.58 + 0.145.
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Figura 13. Porcentaje de viabilidad post-descongelacion en funcion del medio de criopreservacion. Valores
de Ism #* es (medias ajustadas por minimos cuadrados # error estdndar). Barras con diferente superindice
difieren estadisticamente (P < 0.05).

4.1.3. Efecto de los medios de criopreservacidon sobre los parametros cinéticos del
esperma post-descongelacion.

No se observaron diferencias significativas sobre el porcentaje de motilidad post-
descongelacion entre los medios (figura 14). Alcanzandose un nivel medio de motilidad de 31.1
+0.79 um/s. El coeficiente de la covariable (motilidad del esperma en fresco) fue de 0.68 + 0.125.
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Figura 14. Porcentaje de motilidad post-descongelacion en funcion del medio de criopreservacion. Valores
de Ism + es (medias ajustadas por minimos cuadrados * error estdndar).
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En cuanto a los pardmetros cinéticos que describen la trayectoria de los espermatozoides (VCL,
VAP, LIN y ALH) no se obtuvieron diferencias significativas para ninguno de los medios ensayados
(figura 15), siendo los valores medios obtenidos: 89.9 + 1.41 um/s; 47.8 + 0.68 um/s; 31.4 +
0.312; 3.16 = 0.04 um para VCL, VAP, LIN y ALH respectivamente. La presencia de dextrano o
ficoll en la composicion de los medios o la reduccién de la sacarosa no tuvo efecto sobre la
motilidad (figura 14) ni sobre los parametros que la describen (figura 15). Los coeficientes de las
covariables (VCL, VAP, LIN y ALH en el esperma fresco) fueron 1.41 + 0.148; 0.97 £0.111; 0.40 £
0.055; 0.95 + 0.209 (respectivamente).
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Figura 15. Valores de los pardmetros cinéticos de los espermatozoides post-descongelacion en funcidn del
medio de criopreservacion (VCL, VAP, LIN y ALH; grdficas A, B, Cy D respectivamente). Valores de Ism + es
(medias ajustadas por minimos cuadrados #* error estandar).

4.2. Experimento 2. Efecto del medio y del protocolo de criopreservacion sobre la fertilidad al
parto y la prolificidad.

Para estudiar el efecto del protocolo de congelacion (caja de congelacion frente a congelador
programable) y el del polimero dextrano en el medio de criopreservacion (D70N6 frente a MEC)
los 4 grupos experimentales fueron testados in vitro e in vivo, tomando como referencia un
quinto grupo, el control de semen no congelado (fresco).
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4.2.1. Parametros seminales post-descongelacién.

La viabilidad (integridad de la membrana plasmatica) post-descongelacion resulté ser igual para
los distintos grupos experimentales (P > 0.05; figura 16).
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Figura 16. Porcentaje de espermatozoides viables post-descongelacion en funcién del grupo experimental.
Valores de Ism + es (medias ajustadas por minimos cuadrados + error estdndar).

El valor medio post-descongelacién obtenido para la viabilidad fue de 13.9 + 1.12 % de
espermatozoides vivos.

La integridad de la membrana acrosomal post-descongelacion tampoco mostré diferencias
entre los grupos experimentales (P > 0.05; figura 17). El valor medio post-descongelacion
obtenido para este pardmetro fue 17.8 + 1.14 % de espermatozoides vivos con el acrosoma
intacto.

28



25

20 A

15 A

10 A

Porcentaje (%)

0 T
MEC Prog MEC Caja D70N6 Prog D70N6 Caja

Grupos experimentales

Figura 17. Porcentaje de espermatozoides vivos con el acrosoma intacto post-descongelacion en funcion
del grupo experimental. Valores de Ism + es (medias ajustadas por minimos cuadrados + error estdndar).

El Ultimo pardmetro evaluado in vitro fue la motilidad del esperma post-descongelacion vy, al
igual que los parametros anteriores, tampoco mostré diferencias entre los grupos
experimentales (P > 0.05; figura 18). El valor medio post-descongelaciéon obtenido para la
motilidad fue 21.9 + 1.24 um/s.
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Figura 18. Porcentaje de motilidad post-descongelacion en funcion del grupo experimental. Valores de Ism
+ es (medias ajustadas por minimos cuadrados * error estdndar).
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4.2.2. Fertilidad al parto y prolificidad.
Las inseminaciones que se llevaron a cabo y los resultados obtenidos se presentan en la tabla 4.

Tabla 4. Datos de las inseminaciones y sus resultados para cada uno de los 5 grupos de trabajo que forman

el experimento 2.

Tasa de fertilidad

Grupo N2 de Prolificidad
. . . N2 de partos al parto
experimental inseminaciones (Ism * es)
(Ism % es)

Control fresco 46 37 0.80+0.058 8.8+0.58°
MEC Prog 55 37 0.67 +0.063 2° 6.4+0.58°
MEC Caja 49 24 0.49+0.071° 7.1+072%

D70N6 Prog 53 30 0.57 +0.068 ° 6.6+0.64°
D70N6 Caja 53 32 0.60+0.067° 6.4+0.62°

MEC (medio estdndar de congelacion); D70N6 (Dextrano al 6% peso/volumen y sacarosa 0,1M); Prog
(congelador programable); caja (caja de congelacion); Ism + es (medias ajustadas por minimos cuadrados
+ error estdndar). Medias con diferente superindice difieren estadisticamente (P < 0.05).

El medio que contiene dextrano junto con cualquiera de los protocolos de congelaciéon
estudiados mostré una tasa de fertilidad al parto inferior al control (57-60% frente al 80%
respectivamente). Lo mismo ocurre para el MEC con la caja de congelacion. Tan sdlo el MEC con
el congelador programable obtuvo un resultado similar al control, aunque no diferente al resto
de los grupos experimentales ensayados (tabla 4).

Igual que ocurria con la fertilidad, el medio con dextrano, independientemente del protocolo
utilizado, mostrd una prolificidad inferior a la obtenida por el medio control. Lo mismo sucede
para el medio estdndar con el sistema de congelacién programable. En cambio, el grupo
experimental formado por el medio estandar y el protocolo de congelacién en caja obtuvo
valores de prolificidad similares al control fresco (tabla 4).
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5. Discusion

5.1. Experimento 1. Efecto de los medios de criopreservacion in vitro sobre los parametros
seminales post-descongelacion.

La inclusién en el medio de congelacién de los polimeros ficoll y dextrano, con un peso molecular
en torno a 70 kDa, no ha mejorado los parametros espermdticos estudiados in vitro. No
obstante, se ha observado que los medios con mayor concentracién de sacarosa preservan
mejor tanto la membrana plasmatica como la acrosomal. Como se mostraba en las figuras 12 y
13, los medios MEC, D70N6 y F70N6 han conseguido preservar mejor ambas membranas. Estos
medios tienen en comun una concentracién de sacarosa de 0,1M mientras que los medios que
han obtenido resultados significativamente inferiores tienen una concentracion de sacarosa de
0,05M. Estos resultados coinciden con lo observado por Vicente y Viudes-de-Castro (1996) que
evaluaron estas dos concentraciones con diversos disacaridos, ademas de sacarosa, con la
finalidad de sustituir un componente habitual de los medios de congelacion de esperma, layema
de huevo, que ayuda a preservar la estabilidad e integridad de las membranas celulares. Los
disacaridos como la sacarosa, son pues crioprotectores no permeables que ejercen su funcién
deshidratando parcialmente a las células y dificultando por tanto la formacion de hielo
intracelular y, ademas, parecen interactuar con la membrana estabilizdndola (Mocé y Vicente,
2009; Swain y Smith, 2010; Rosato y laffaldano, 2013).

Por otra parte, el efecto de los polimeros en el medio de criopreservacién no ha resultado
significativo a ninguna de las dos concentraciones testadas para ninguno de los parametros
evaluados, aunque si hemos podido observar que su incorporaciéon no contribuye a elevar la
osmolaridad de los medios, los cuales presentan una elevada osmolaridad principalmente por
la contribucién a ésta del DMSO. Los espermatozoides suelen tolerar los medios hiperosmolares
pero no el descenso posterior a osmolaridades fisioldgicas, tipico de los procedimientos de
congelacion, radicando aqui los problemas mds importantes para lograr preservar la fertilidad
de los espermatozoides post-descongelacion. El hecho de que dos de los medios (D70N6 y
F70N6) que mejores resultados han mostrado contengan en su composicién un polisacarido
(ficoll o dextrano), pese a que no han logrado mejorar significativamente los resultados
obtenidos con el MEC in vitro, permite plantear medios para futuros ensayos con polimeros de
estos compuestos a mayores concentraciones o con polimeros de diferente peso molecular.
Ademas, siguiendo esta perspectiva, probablemente pueda reducirse la concentracién de
DMSO, manteniendo o incrementando ligeramente la concentracion de sacarosa.

A pesar que el dextrano es una sustancia habitual en estudios de criopreservacién de tejidos,
células e incluso embriones animales, tan sélo ha sido evaluado en semen por Kundu et al.
(2002). Estos autores evaluaron el efecto del dextrano, solo o en combinacién con glicerol y
DMSO, sobre el esperma de caprino, observando que la motilidad post-descongelacién cuando
solo se incluia el dextrano como crioprotector se reducia hasta el 10-25% frente a un 40%
cuando el medio combinaba dextrano y glicerol o DMSO. Ademas, estos mismos autores y otros
determinaron que el efecto crioprotector del dextrano depende de la masa molecular del
polimero, siendo la mas favorable 10kDa (Schmehl et al., 1986; Kundu et al., 2002). Los futuros
estudios podrian ir dirigidos a evaluar in vivo el efecto que tiene en el medio de criopreservacion
el polimero dextrano con este peso molecular.
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El efecto del ficoll (70kDa; 2% peso/volumen) como crioprotector en el medio de congelacién
de semen conejo ha sido estudiado recientemente por Kulikova et al. (2014). Estos autores
observaron un efecto favorable en la motilidad (+15%) frente a un medio control similar al
utilizado en este estudio. Por contra, el ficoll no contribuyd a la conservacién de las membranas
espermaticas post-descongelacidn. En el presente estudio el ficoll en una proporcién similar o
ligeramente superior en el medio final de congelacién (2 y 3%) no aporto ventaja alguna sobre
la motilidad ni sobre la conservacién de las membranas.

Los resultados obtenidos in vitro no permitieron seleccionar un medio como el mejor ni
garantizan el éxito de ninguno de ellos en el estudio in vivo. En cambio, estos resultados si que
nos permiten descartar algunos de los medios para no aplicarlos en la parte experimental in vivo
puesto que el hecho de que algunos medios conserven mejor determinados atributos del
esperma necesarios para la fecundacién del ovocito aumenta las probabilidades de éxito de los
mismos en el estudio in vivo (Colenbrander et al., 2003; Graham, 1996; Amann, 2005). Los
medios descartados pues, fueron aquellos que presentaban una menor concentracién de
sacarosa (0,05M). De los 5 medios restantes se tuvo que seleccionar Unicamente 2 para la parte
experimental in vivo debido a que el nimero de conejas disponibles para ser inseminadas era
un factor limitante y, atendiendo a la variabilidad de los caracteres a evaluar in vivo (fertilidad
al parto y prolificidad), son necesarias al menos 50 inseminaciones por grupo experimental para
poder observar diferencias en torno al 15% de fertilidad y de mas de un conejo nacido (gazapo).
Ademas, en el segundo experimento se evaluaron dos protocolos de criopreservacion que
diferian en el control de la velocidad de descenso de la temperatura.

5.2. Experimento 2. Efecto del medio y del protocolo de criopreservacion sobre la
fertilidad al parto y la prolificidad.

Puesto que el objetivo del estudio era determinar el efecto de la presencia de un polisacdrido
en el medio de congelacidn se seleccioné el medio D70N6 (medio con dextrano y no estudiado
en semen de conejo) y se compard con un medio habitual de congelacién de semen de conejo
(MEC). Los espermatozoides expuestos a estos medios fueron congelados siguiendo dos
protocolos que diferian en la velocidad de congelacidon, pudiendo asi evaluar el efecto
combinado velocidad y medio. Ademds, dados los resultados del primer experimento, la
concentracién de sacarosa escogida fue la mas elevada, por lo que ambos medios eran idénticos
para este factor y inicamente diferian en la presencia del polisacarido.

Las pruebas in vitro realizadas en esta segunda fase del estudio con los grupos experimentales,
constituidos a partir de los dos medios escogidos y los dos protocolos de congelacién, no
mostraron diferencias significativas entre los grupos para ninguno de los pardmetros seminales
evaluados (figuras 16, 17 y 18). Esto coincide con los resultados obtenidos en la primera fase
experimental donde tampoco se observaron diferencias entre estos medios para ninguno de los
parametros evaluados.
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Los resultados obtenidos in vivo en esta fase del estudio muestran que los grupos
experimentales formados por el medio con dextrano, tanto en el protocolo de congelacién en
caja de polietileno expandido como en el del congelador programable, no mejoran los resultados
de fertilidad y prolificidad de ninguno de los grupos que contienen el MEC. Ademas los grupos
experimentales que incluyen dextrano en el medio han sido significativamente inferiores al
control fresco. Tan solo el medio MEC con el protocolo de congelacién programable presentd
una tasa de fertilidad al parto similar a la del control fresco y este mismo medio con el protocolo
de congelacidn en caja obtuvo valores de prolificidad que se asemejan a los del esperma fresco.
De lo que se deduce que la combinacién medio y protocolo de congelacién influye sobre los
resultados de fertilidad y prolificidad, de acuerdo con los resultados de Mocé et al. (2015).

Recientemente, tan solo Kulikova et al. (2014) han estudiado el efecto in vivo de la adicion de
polisacaridos como el ficoll al medio de congelacién. Los resultados obtenidos, tanto para la tasa
de fertilidad al parto como para la prolificidad, fueron superiores a los obtenidos en este estudio
(75 % frente a 60% y 7.5 frente a 6.5 respectivamente). En este caso si que se observo un efecto
positivo del polimero (ficoll) y se logré alcanzar los niveles, tanto de tasa de fertilidad al parto
como de prolificidad, obtenidos por el control fresco. Dado que los resultados obtenidos in vitro
para el ficoll son similares a los del dextrano y, que existe una baja correlacidon con las
evaluaciones in vitro de los parametros post-decongelacion, serd necesario evaluar mediante
inseminacién este medio y, a la vista de nuestros resultados, combinarlo con los dos protocolos
de congelacién. Ademds debe tenerse en cuenta que tanto la viabilidad espermadtica post-
descongelacion, como la fertilidad y la prolificidad pueden estar determinadas por la estirpe
genética de machos donantes y de conejas inseminadas, por su estado fisioldgico e incluso por
la estacion en la que se realiza el ensayo. Debido a ello siempre resulta dificil establecer
comparaciones para estos resultados.

Los resultados obtenidos han demostrado que, en ningln caso se han observado tasas de
fertilidad y prolificidad que sean suficientemente competitivas con las inseminaciones con
semen fresco. Debido a esto, todavia no puede establecerse un sistema de almacenamiento
eficaz para el esperma de conejo que permita cubrir las necesidades de produccién quedando
solo cubiertas las necesidades de preservacién desde el punto de vista de la conservacion de
recursos genéticos (biodiversidad).
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6. Conclusién

En base a los resultados obtenidos, puede concluirse que la adicién de ficoll o dextrano (pm
70.000) a niveles del 4 y 6% a un medio con DMSO y sacarosa no mejora los resultados in vitro
e in vivo. Por otra parte, en el caso del semen congelado, los parametros estudiados in vitro no
reflejan la capacidad fecundante in vivo del mismo. Finalmente, indicar que la combinacién

medio y protocolo de congelacidn utilizado puede afectar a los resultados de prolificidad y
fertilidad in vivo.
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