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RESUMEN

Teniendo como objetivo la evaluacidén de la calidad de semen de Caballo
Peruano de Paso criopreservado con LDL y yema de huevo de gallina, como
crioprotectores no penetrantes especificos, se realiz6 la coleccién de semen de 4
caballos Peruanos de Paso. Las muestras colectadas mediante vagina artificial
fueron evaluadas macroscopicamente para los indicadores de; volumen, color,
densidad, pH. Luego adicionadas con preservante de la actividad espermatica, se
trasladaron al laboratorio para ser criopreservadas mediante la técnica
convencional planteada por Moussa y col, 2002?° divididas en dos alicuotas
adicionando a una Lipoproteinas de baja densidad (LDL) y a la otra yema de huevo
de gallina como crioprotectores no penetrantes. Posterior a la criopreservacion se
realizo las evaluaciones microscopicas de; test de HOST, motilidad, concentracion,
integridad de membrana y morfologia. Los parametros macroscoépicos observados
obtuvieron como resultado, volumen promedio 41,5 ml; color y aspecto blanco
lechoso; y pH 7,46 promedio, estos valores no mostraron diferencia estadistica
(p>0,05) entre garafiones. Se observé mejor calidad seminal en pajillas
criopreservadas con lipoproteinas de baja densidad (LDL) frente a semen
criopreservado con yema de huevo de gallina, existiendo diferencia estadistica
(p<0,05), para las variables: Motilidad 48,9% y 27,5%, motilidad a los 20 min. 38,2%
y 19,3%; motilidad progresiva 38,3% y 21,5%; viabilidad 45,9% y 31,7% vy
membrana funcional 59,3% y 41,6% para LDL y yema de huevo respectivamente.
No observando diferencia significativa para la variable morfologia (p>0,05).
Podemos concluir que hay una mejora de la calidad del semen criopreservado con
lipoproteinas de baja densidad frente a semen criopreservado con yema de huevo

entera de gallina, esto por el aislamiento de la LDL de la yema entera.

Palabras clave: semen, crioprotector, Caballo Peruano de Paso.
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ABSTRACT

With the objective of evaluating, the semen quality of Caballo Peruano de
Paso cryopreserved with LDL and chicken egg yolk, as specific non-penetrating
cryoprotectants, the semen collection of 4 Caballos Peruano de Paso were carried
out. The samples collected by artificial vagina were evaluated macroscopically for
the indicators of; volume, color, density, pH. Then added with preservative of sperm
activity, they were transferred to the laboratory to be cryopreserved using the
conventional technique proposed by Moussa et al, 20022° divided into two aliquots
adding to a low-density lipoprotein (LDL) and the other hen egg yolk as non-
penetrating cryoprotectants. After the cryopreservation the microscopic evaluations
of; HOST test, motility, concentration, membrane integrity and morphology. The
observed macroscopic parameters resulted, average volume 41.5 ml; color and
milky white appearance; and average pH 7.46, these values showed no statistical
difference (p> 0.05) between stallions. We observed better seminal quality in
cryopreserved straws with low-density lipoproteins (LDL) against cryopreserved
semen with hen egg yolk, there being statistical difference (p <0.05), for the
variables: Motility 48.9% and 27, 5%, motility at 20 min. 38.2% and 19.3%;
Progressive motility 38.3% and 21.5%; viability 45.9% and 31.7% and functional
membrane 59.3% and 41.6% for LDL and egg yolk respectively. Not observing
significant difference for the variable morphology (p> 0.05). We can conclude that
there is an improvement in the seminal quality of the cryopreserved semen with low-
density lipoproteins against semen cryopreserved with whole hen egg yolk, this by

the isolation of the LDL of the whole yolk.

Keywords: semen, cryoprotective, Caballo Peruano de Paso.
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l. INTRODUCCION

1.1. Enunciado del Problema

Evaluacion de crioprotectores no penetrantes: proteinas de baja densidad
(LDL) y yema de huevo de gallina, en calidad de semen refrigerado y congelado de
Caballos Peruano de Paso.

1.2. Descripcion del Problema

En la actualidad la Inseminacion Artificial (IA) con semen congelado esta
tomando cada vez mas importancia en nuestro pais, es por eso que existen varios
protocolos de congelacion que requieren estudios comparativos, que nos permiten
identificar el diluyente mas eficiente ya que una de las limitantes de la

criopreservaciéon del semen equino es conocida como factor diluyente o extender.

Trabajos recientes coinciden en que el mayor y mAas preocupante
inconveniente de la Criopreservacion es el choque térmico al cual estan expuestos
los espermatozoides durante el proceso de congelacion y descongelacion,
reduciendo asi en gran medida la capacidad de fertilizacion y la calidad de semen
criopreservado. Es por esta razon que varios autores y especialistas en el area de
reproduccion equina coinciden en la necesidad de utlizar y comparar
crioprotectores que aporten lipoproteinas y energia que protejan al espermatozoide
del choque térmico; dado que, es el crioprotector el que durante el proceso de
congelacion lleva la mayor importancia, motivo por el cual es necesario la
Evaluacion de Crioprotectores no Penetrantes: Proteinas de Baja Densidad (LDL)
y Yema de Huevo de gallina en Calidad de Semen Refrigerado y Congelado de
Caballos Peruano de Paso.
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1.3.- Justificacion del problema:

1.3.1. Aspecto General

El caballo Peruano de Paso se origina de la razas Espafiola y Arabe, todas
estas, comparten la caracteristica general de ser reproductores complicados en el
caso de congelamiento de semen, el presente trabajo de investigacion tuvo a bien
investigar y poner a prueba durante el proceso de criopreservacion una nueva
sustancia crioprotectora no penetrante como es el caso de LDL de la yema de
huevo, con la finalidad de mejorar las caracteristicas del semen refrigerado y
congelado, permitiendo esto poder usar con mejores caracteristicas de
criopreservacion de semen de ejemplares de Caballo Peruano de Paso en las

técnicas de inseminacion artificial en yeguas.

1.3.2. Aspecto Tecnoldgico

Mejorar la tecnologia y la técnica de criopreservacion de semen de equino
mediante la utilizacién de nuevos tipos de diluyentes que contengan agentes
crioprotectores no penetrantes, que mejore las caracteristicas seminales desde el
punto de vista microscopio y funcional en el proceso de la criopreservacion para la
utilizacion de semen congelado, permitiendo el uso de semen criopreservado con
mayor frecuencia, mayor facilidad y difusion a lo largo de nuestro pais logrando la
expansion y extension de la técnica de criopreservacion e inseminacion artificial
entre los criadores de Caballo Peruano de Paso. Al mismo tiempo lograr la
obtencién en laboratorio de lipoproteina de baja densidad a partir de la yema de

huevo para su posterior uso en criopreservacion

1.3.3. Aspecto Social

El caballo peruano de paso es un animal de aficion de muchos criadores y
aficionados de la region y el pais, produciendo animales de cria y exposicion donde

la mejora genética se basa en cruza dirigida de ejemplares elite.

El uso de la técnica de inseminacién artificial con semen criopreservado

permitird incrementar la ganancia genética en los programas de mejoramiento
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difundiendo las caracteristicas de los sementales y permitiendo mayores ingresos
econdémicos para los criadores. Asimismo permitirA exportar material genético
propagando un producto bandera del Perd y a la vez promoviendo nuestra
identidad y cultura

Asimismo la presente investigacion aporta conocimiento en la técnica de
criopreservacion de semen equino y permite la capacitacion de personal en el
aspecto biotecnoldgico y profesional mediante charlas, cursos y talleres para la
formacion y obtencibn de competencias en técnicas de criopreservacion

espermatica.

1.3.4. Aspecto Economico

El uso de biotecnologias para la criopreservacion de gameto macho
permitira la venta de pajillas de semen criopreservado de ejemplares elites entre

regiones sin la necesidad de la movilizacion de los garafones.

Se lograra contar con material genético criopreservado, 0 que permitira la
utilizacion de semen por un largo periodo de ejemplares reconocidos a pesar de
que estos hayan muerto o estén incapacitados para la monta, ademas permitira
exportar semen criopreservado de Caballo Peruano de Paso a diferentes paises,

permitiendo obtener valores agregados por la venta de material genético.

1.3.5. Importancia del trabajo

> Nueva alternativa para mejorar el proceso de criopreservacion y mantener

el material genético deseado por mas tiempo.
» Realizar envios a diferentes paises de semen criopreservado.

> Obtener crias de ejemplares valiosos muertos por edad, accidentalmente o
impedidos mecanicamente de realizar la monta.

» Mejorar la calidad genética y el avance genético de los ejemplares.
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1.4.- Objetivos

1.4.1.- Objetivo general

Evaluar la calidad de semen criopreservado con LDL y yema de huevo de

gallina, como crioprotectores no penetrantes especificos.

1.4.2. Objetivos especificos

> Evaluar microscépicamente y macroscopicamente el semen fresco de
equino.
» Evaluar microscépicamente el semen criopreservado con LDL y yema de

huevo como crioprotectores no penetrantes especificos.

> Determinar cuél de los dos crioprotectores no penetrantes como el LDL y
yema de huevo mejora la calidad de semen criopreservado.

1.5.- Planteamiento de la hipotesis

Dado que la yema de huevo de gallina y las LDL son agentes criopreservantes
no penetrantes, es probable que utilizandolos en criopreservacion, pueda mejorar

la calidad de semen congelado en Caballo de la raza Peruano de Paso.
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Il MARCO TEORICO O CONCEPTUAL

2.1.- Andlisis bibliogréfico

2.1.1.- Material principal
Pardmetros reproductivos en equinos
Madurez sexual

Los testiculos del equino descienden entre la primera y tercera semana de
edad. En algunos casos dichos 6rganos ya se encuentran en el saco escrotal desde
el nacimiento. El crecimiento posnatal comienza en el mes 11 y el testiculo
izquierdo se desarrolla antes y crece mas rapido que el derecho. En este momento
también hay un desarrollo gradual de los tubulos seminiferos hacia afuera,
alrededor del testiculo derecho. La edad a la cual los garafiones se usan por vez
primera para apareamiento natural o artificial esta determinada principalmente por

las condiciones de manejo.*
Anatomia del aparato reproductor del macho
Pene

El pene del caballo mide unos 50 cm cuando permanece relajado, unos 15
a 20 cm del mimso permanecen en el prepucio. Durante la ereccion el tamafio
aumenta dos veces. Se divide en cabeza, cuerpo y glande. El glande o extremo
libre del pene tiene forma de bellota, particularmente durante la ereccién y el
proceso vietral se prolonga unos 2,5 cm desde la superficie de la depresion
profunda o fosa del glande.?

Cuerpo cavernoso

Constituye la porcién mas voluminosa del pene. Son acumulos alargados de
tejido eréctil, envueltos en una capsula fibroelastica gruesa, denominada tunica
albuginea. De ella parten hacia el interior un septo mediano y numerosas
trabéculas que forman una malla interna de sostén para los espacios cavernosos
del tejido eréctil. Cerca de la arcada isquiatica, los cuerpos cavernosos se separan
ente si y se unen a ella mediante los pilares del pene. A medida que avanza hacia
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el vértice del pene, los cuerpos cavernosos se fusionan mas y mas uno al otro en
el plano medio de forma que solo persiste un fino septo que los separa. A lo largo
de la cara ventral del cuerpo cavernoso hay un surco profundo, el surco uretral, que
aloja la uretra y su cuerpo esponjoso. Caudalmente el cuerpo del pene esté sujeto
a la cara ventral de la pelvis mediante dos laminas de tejido conjuntivo denominado
ligamento suspensorio del pene. También irradian de la linea alba unas laminas
fibroeldsticas que a modo de cincha, lo rodean y fijan, el ligamento fundiforme.
Segun la cantidad relativa de tejido conjuntivo presente en los cuerpos cavernosos
del pene se pueden distinguir los tipos fibroelasticos y musculocavernosos. Los
penes fibroelasticos presentan un gran predominio de las trabéculas conjuntivas
sobre los espacios cavernosos, lo que les confiere una consistencia dura, incluso
cuando no estan en ereccion. Los penes musculocavernosos presentan grandes
espacios en cuyas paredes abundan las fibras musculares lisas en vez de las
trabéculas conjuntivas. Por tanto, cuando el pene esta flacido es menor y ofrece

una consistencia blanda y compresible.®
Uretra del macho

Comienza en el orificio uretral interno y termina en el orificio uretral externo,
situado en el vértice del pene. Se considera dividida en dos partes: pélvica y
peniana, en la uretra pélvica ya conocemos la parte pre-prostética, situado entre la
vejiga y la prostata, que solo transporta orina, el resto llevara orina durante la

miccién o semen en la eyaculacion.®

Alrededor de la porcion pélvica se disponen las glandulas genitales
accesorias, cuyos conductos excretores abocan a ella. Su mucosa aparece
plegada y el epitelio es de transicion. Por fuera de ella hay un estrato vascular
(estrato cavernoso), cubierto por una fina capa de tejido muscular liso, alrededor
del cual se dispone el musculo uretral, gruesa capa circular de tejido muscular
estriado. Cuando da la vuelta alrededor de la arcada isquiatica su luz se estrecha
y forma el itsmo de la uretra, a partir del cual comienza la uretra peniana.?

Pasada la pelvis comienza la parte peniana, que se dirige
ventrocranealmente pasando entre los pilares del pene para situarse en el surco
uretral del cuerpo cavernoso. La uretra peniana esta rodeada por una formacion
tubular impar de tejido eréctil, el cuerpo esponjoso. Su mucosa forma pliegues
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longitudinales y esta cubierta por un epitelio de transicion que a nivel del orificio

uretral externo cambia a escamoso estratificado. 3
Cuerpo esponjoso

Envuelve completamente la uretra, continuandose proximalmente con la
capa vascular de la porcion pélvica. A nivel de la arcada isquiatica forma un
abultamiento, el bulbo del pene, dividido en dos mitades por un septo medio. El
bulbo se aplica a las caras caudal y lateral de la uretra, estando cubierto por una
gruesa capa circular de tejido muscular estriado, que forma el musculo
bulboesponjoso. Se denomina raiz del pene al conjunto del bulbo del pene y a los

dos pilares del pene. 3

El bulbo contacta directamente con la piel de la region perineal e incluso se
proyecta dorsalmente hacia la cavidad pelviana, relacionandose con las glandulas

bulbouretrales. 3
Prepucio

Cuando no esta en ereccion, el glande y la porcion libre del pene estan en
el interior de la vaina cutanea, el prepucio. Consta de una lamina externa que se
continda con la piel de la pared abdominal y una lamina interna en contacto con el
pene y que a nivel del extremo caudal de la cavidad prepucial se continta con la
piel que recubre la porcion libre del pene. Las laminas interna y externa se unen a

nivel del orificio prepucial.

La lamina externa del prepucio tiene la misma estructura que la piel
circundante, estando cubierta de pelo. Su cara ventral presenta el rafe prepucial,

continuacion del rafe escrotal y mas o menos marcado, segln las especies. 2
Escroto

El escroto del caballo semental, es un diverticulo del abdomen, es algo
asimétrico y menos colgante que el del toro. El escroto es asimétrico porque un
testiculo es algo mayor y colgado un poco mas hacia atrds que el otro. Los
testiculos se encuentran horizontalmente en el escroto cuando esta relajado el

musculo cremaster. 3
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Cuando aparece relajado, el musculo es suave y se estrecha posteriormente
cerca del abdomen. Expuesto al frio, se contraen los musculos cremaster externo
y la tunica dartos, por lo que el escroto es atraido hacia arriba, y se arruga. La
relajacion y contraccion de estos musculos es necesaria para la funcion
termorreguladora. La pared del escroto esta constituida por varias capas en las que
se incluyd la piel, la tanica dartos muscular, la fascia del escroto, y la capa parietal

de la tlnica vaginal propia.?

El escroto aloja a dos testiculos, esta constituido en su parte externa por una

piel fina y elastica que contiene glandulas sebaceas y sudoriparas.*
Testiculos

Los testiculos del caballo son de forma ovoide y permanecen en posicion
horizontal, estdn suspendidos hacia los lados del pene, pesan de 250 a 300gramos.
Miden de 10 a 12cm de largo y 5 cm de ancho. Generalmente el testiculo izquierdo
es mas grande. Los tabiques con estructura de tubulos de tejido conjuntivo se
proyectan haca el interior del tejido glandular y subdividen el parénquima testicular
en I6bulos. Cada I6bulo contiene tubulos seminiferos, células intersticiales o de

Leydig y tejido conjuntivo laxo.?

Durante las primeras etapas de vida del feto, los testiculos se desarrollan
cerca de la béveda de la cavidad abdominal. En las proximidades del rifién del lado
correspondiente. Mas tarde los testiculos abandonan la posicion inicial, y se alojan
en la bolsa escrotal. En su desplazamiento, cada testiculo va precedido de un
pliegue de peritoneo que desciende a través del canal inguinal junto con el musculo,
existente en el cordén espermatico.*

Los testiculos son érganos pares ovoides capsulados formados por tubulos
seminiferos separados por el tejido intersticial. Los testiculos se envuelven por una
capsula densa de tejido conjuntivo. La tanica albuginea, se lleva fibras de musculo
liso que responden a estimulos adrenérgicos. En gran parte de los animales, los
testiculos migran de su origen en el abdomen a una envaginacién subcutanea del

peritoneo, el escroto.®
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Epididimo

Consta de cabeza, cuerpo y cola. Es alargado y esta fijjo al borde
epididimario del testiculo. Su cola se une al polo caudado por el ligamento propio
del testiculo. La serosa que envuelve al testiculo envuelve también al epididimo,
pero deja entre ambas estructuras un receso denominado seno del epididimo
(bursa testicularis). La cabeza del epididimo consta de un numero variable de
conductos eferentes dispuestos de forma tortuosa en el interior de lobulillos
separados por tejido conjuntivo, constituyendo los conos eferentes. Su union forma
el conducto del epididimo, que también de forma tortuosa ocupa el cuerpo y se
dirige hacia la cola, aumentando progresivamente de diametro. Es un conducto

largo pudiendo medir hasta 10 m en bovinos y entre 70 y 80 m en equinos.3

Posee células musculares lisas cuyas contracciones peristalticas hacen
progresar los espermatozoides hacia el conducto deferentes un ritmo constante,

gue no depende de la edad, la época del afio o la frecuencia de eyaculaciones.

Las células del epitelio de su mucosa ejercen funciones de secrecion y

absorcién con un multiple cometido:

» Concentran los espermatozoides
» Mantienen su vitalidad

» Contribuyen a su maduracion, induciendo cambios morfologicos (perdida de
la gota citoplasmatica), estructurales (estabilizacion del acrosoma y

membrana plasmatica) y metabdlicos.
> Les confieren motilidad y plena capacidad fecundante.

» Los convierten en inaptos para la fecundacién por medio de un factor “factor
de descapacitacion”, para evitar que estos penetren las células epiteliales
de lamucosa de los 6rganos que han de recorrer hasta llegar al tracto genital
femenino. Este factor solo se neutraliza cuando los espermatozoides se
ponen en contacto durante un cierto tiempo con la mucosa uterina y tubarica,
las cuales liberan un “factor de capacitacién”. Con ello los espermatozoides
se hacen fecundantes y ademas penetran en la mucosa del tracto femenino,

favoreciendo su eliminacién por fagocitosis.
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La cola del epididimo es una zona de almacenamiento de los
espermatozoides. Los espermatozoides que permanecen mucho tiempo en la cola
del epididimo muestran signos de envejecimiento, con alteraciones morfolégicas,
perdida de motilidad y capacidad fecundante. Por eso se piensa que los que no se
renuevan por eyaculacion se hacen progresar hacia la uretra y se eliminan con la

orina. 3
Conductos deferentes

Conecta la cola del epididimo con la uretra pélvica. Su porcién extra
abdominal va inicialmente paralela al epididimo, en un pliegue propio de la serosa
gue lo engloba también en su trayecto a lo largo del cordon espermatico, donde va
acompafado por la arteria y vena testiculares, nervios simpaticos y parasimpaticos
y vasos linfaticos, situandose casi siempre medialmente a todos ellos. Su porcién
intramural es la que se encuentra en el trayecto inguinal, por el que penetra en el
abdomen. Se dirige después hacia la pelvis, describiendo una trayectoria curva
(porcion pélvica), sujeta por el pliegue genital. Cerca de su desembocadura forma
un asa alrededor del uréter, situdndose medialmente a las vesiculas seminales y
discurriendo sobre el cuello de la vejiga. El pliegue genital es una capa horizontal
de peritoneo que va de un conducto a otro y se sitla entre el recto y la vejiga. La
pared de la dltima porcion de los conductos deferentes se engruesa por la
presencia de glandulas ramificadas y constituye las ampollas de los conductos
deferentes muy juntas en los rumiantes y pueden ser facilmente reconocidas por la

palpacion rectal.®

Pasadas las ampollas, los conductos se adelgazan y en los rumiantes se
unen al conducto excretor de las glandulas vesiculosas, formando un conducto
comun (conducto eyaculador) que desemboca en los orificios eyaculadores,
abiertos en la pared dorsal de la uretra a nivel de un relieve de la misma, el coliculo
seminal, prolongado hacia el cuello de la vejiga por la cresta uretral. La ultima
porcion del conducto deferente perfora la préstata en todas las especie y es en el
espesor de esta glandula donde se encuentra el conducto eyaculador en las

especies que lo poseen. ©
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Parénquima testicular
Sistema tubular

Comprende los tubulos seminiferos y las vias seminales intersticiales, en los
tubulos es donde se produce los gametos masculinos o espermatozoides, cada
lobulillo contiene un nimero variado de estos tubulos, el grosor oscila entre 150 y
250 p y la longitud es muy variable. En general los testiculos poseen
aproximadamente de 50 a 100 tubulos seminiferos en cada Iébulo, pero en el toro
se ha estimado que la longitud total tubular es de unos 5000 mts en las porciones
terminales se adelgazan considerablemente para formar los tubos rectos que
desembocaran en la rete testis o de Haller, la luz “in vivo”, se llena de liquido que
transporta los espermatozoides recién formados, se mueve en parte por la presion
vis a tergo (fuerza de propulsién) y por los movimientos peristalticos de las paredes
de los tubulos. El espesor de los tubulos esta tapizado por el epitelio estratificado
denominado epitelio seminifero, integrado por células germinales y no germinales,

este epitelio descansa en la lamina propia.’

La luz de los tubulos seminiferos, aparecen en los animales a partir del afio

de vida.
El epitelio seminifero o germinativo presenta lo siguiente:

» Células germinales: son las espematogonias, espermatocitos de primer
orden o primario, espermatocitos de segundo orden o secundario,
espermatides, espermatozoides.

» Ceélulas de sostén, sustentaculares o de Sertoli

> Lamina propia formada por tejido conectivo’

La lamina propia formada por una membrana basal con 1 o mas capas de
células y material intercelular con fibras colagenas, microfibrillas puede presentarse
multilaminar con 8 o 10 estratos en rumiantes con prominencias periodicas en el

toro.’

Las capas mas externas de la lamina propia son células bastante
indiferenciadas parecidas a fibroblastos que se encargan de reemplazar a las
células mas internas, las peritubulares dependen tanto de su estructura como en
su funcion del nivel de andrégenos de la sangre. Los filamentos otorgan capacidad
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contractil a la propia de lo que dependera el movimiento del liquido tubular, en el
mecanismo de espermiacion, las células derivan del mesénquima y se diferencia

muy temprano en la vida fetal. ’
El epitelio seminifero comprende:

Las células de sertoli o sustentaculares aunque este ultimo nombre es para

referirse a las células prepuberales y la sertoli para el animal sexualmente maduro.

Las células de sertoli se mantienen unidas por complejos de unién, ocurren
a nivel de la porcién basal de las mismas y ofrecen fuerte unién de tipo ocluyente
en las porciones mas apicales, estas uniones son la base estructural de la barrera
hematotesticular, considerada como una barrera fisiolégica de difusion para
mantener las diferencias de microambiente entre el espacio intersticial y el tubular
para permitir los delicados procesos de la espermatogénesis, los complejos de
unién también se encuentra relacionado el citoplasma de las células de sertoli y las

espermatides. ’

Esta barrera hematotesticular impide que las células germinales entren en
contacto con el sistema inmunitario del macho, por lo que este ultimo siempre
reconoce los antigenos espermaticos como proteinas extrafias, se piensa que es

una de las mas fuertes de todo el organismo y que consta de:

» Células mioides y células de sertoli, estas ultimas permite el paso de
proteinas fijadoras de andrégenos e inhibina, importantes en el
mantenimiento de altas concentraciones de andrégenos en el epididimo,
estos se vierten hacia la luz de los tabulos seminiferos junto con otras
secreciones de las células de sertoli y que en conjunto constituyen el liquido
testicular en el cual flotan los espermatozoides y progresan hacia el

epididimo. ’

Las células de sertoli también protegen del atague de inmunoglobulinas de

la sangre periférica.

Las funciones de las células de sertoli son:

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

Solo se penso6 que era mecanico pero ahora se tiene informacion fisiolégica
abundante, se halla implicada en el mantenimiento y control de la

espermatogénesis.

» Mecanica: sostiene a las células germinales

» Fagocitaria: Pero queda limitada a los espermatozoides que sufren
degeneracion y a los cuerpos residuales de las espermétides poco antes de
la espermiacion.

» Transporte selectivo: Actia como una verdadera nodriza al seleccionar y
transportar las sustancias que accederan a dicho epitelio.

» Espermiacion: El espermatozoide se desprende de la pared del tubulo
seminifero, el citoplasma apical sufre una serie de modificaciones que
culmina con la liberacion de los espermatozoides.

» Secrecion de inhibina: Actia sobre la adenohipdfisis inhibiendo Ila
liberacion de FSH.

» Secrecion de ABP (androgen Bindig Protein): es una proteina, sintetizada
gue tiene la capacidad de ligar andrégenos u que pueda ejercer su accion
sobre la espermatogénesis, el ABP seria posibilitada por la accion de FSH
sobre las células de sertoli.

» Liquido testicular: es el resultado de la accién selectiva del citoplasma
sertoliano sobre el liquido peritubular, se suma a ello la propia secrecion
sertoliana mediados por la FSH hipofisiaria.

» Regulacion de la meiosis: a través de una serie de sustancias sintetizadas
en su citoplasma, se aislaron dos factores MIS y MPS. Que actuarian
estimulando e inhibiendo respectivamente el proceso meiotico, otro hallazgo
fue el de un polipéptido LH-RF (factor de liberacion de LH) que hablaria en

favor de una autorregulacion territorial por parte de la célula de sertoli. ’

Las células de sertoli tienen altamente elevadas su resistencia ante
sustancias toxicas, radiaciones, hipofisectomia y envejecimiento, no sufre mitosis
en el animal sexualmente maduro, a estas células se les llama de pie, candelabro,

etc.’
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Glandulas genitales accesorias

Se agrupan alrededor de la uretra pélvica. Presentan variaciones segun la especie.
Su crecimiento y funcionalidad esta ligada a la presencia de las hormonas sexuales
masculinas. Pueden palparse por via rectal, sin embargo el mejor método de

exploracién consiste en el examen ultrasonografico con una sonda transrectal.®
Glandulas vesiculares

Son pares y se sitian dorsolateralmente al cuello de la vejiga,
introduciéndose entre las dos hojas del pliegue genital pero lateralmente al
conducto deferente, en los rumiantes son compactas y su superficie es lobulada.
Su secrecion constituye la fraccion post espermética del eyaculado y contiene acido

ascorbico, fructosa, acido citrico, fosforilcolina y prostaglandinas. ©
Prostata

Existe en todos los animales, intimamente relacionada con la primera
porcién de la uretra, consta de un cuerpo y una porcion diseminada (capa glandular
dispuesta alrededor de la uretra y solo visible si esta se secciona). La glandula
vierte su producto por numerosos conductillos prostaticos que se abren en el seno
prostatico, a ambos lados del coliculo seminal. El liquido prostatico es rico en
aminoacidos, acido citrico y enzimas. Constituye la fraccion espermética del
eyaculado, junto con la secrecion testicular y, contra lo que pudiera pensarse por

el nombre, no contiene prostaglandinas.®
Glandulas bulbouretrales

Son pares y se encuentran dorsalmente a la porcion caudal de la uretra
pélvica. Su conducto excretor es Unico en todas las especies, su secrecion es

filante y mucosa y constituye la fraccion pre espermatica del eyaculado. ©
Produccién de semen

El ciclo del epitelio seminifero puede dividirse en ocho etapas con base en
las divisiones meiéticas, forma de los nucleos de las espermatides y localizacion
de las espermétides con nucleos alargados. El eyaculado compone de 6 a 8 chorros
resultantes de las concentraciones de la uretra. El volumen de cada chorro sucesivo
se reduce alrededor de 50% del valor inicial: 70% o mé&s de los espermatozoides y
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de los constituyentes bioguimicos basicos esta contenido en los tres primeros
chorros. El material gelatinoso en el semen, secretado por las vesiculas seminales,
carece de efecto sobre la motilidad o la capacidad fecundante de los
espermatozoides. El volumen de gel, que constituye alrededor de un tercio del
eyaculado, varia considerablemente y no es caracteristico del garafion individual.
Al parecer, cuando los eyaculados contienen gel se requieren menos montas, el
tiempo de reaccion es menor y el volumen de semen sin gel es ligeramente mayor.
Las caracteristicas del semen son influidas por el grado de estimulacién sexual,
frecuencia de eyaculacién, edad, tamafio testicular y método de colecta del semen.
La temporada del afio influye en las caracteristicas fisicas del semen, asi como en
las concentraciones sanguineas de hormonas, comportamiento sexual y
fecundidad de ambos sexos. La produccién de espermatozoides y la libido de los
garafiones son maximas en primavera- verano y minimas en otofio e invierno. Estos
cambios en la capacidad reproductiva coinciden con la estacion natural de
apareamiento de las yeguas. La concentracion de testosterona plasmatica de los
garafiones también es influida por la época del afio y es posible que module los

patrones de las caracteristicas seminales y de conducta.!
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Cuadro N° 1: Caracteristicas Bioquimicas de fracciones seminales del

garafion.?
CARACTERISTICAS CARACTERISTICAS
FRACCION SEMINAL ORIGEN
FISICAS BIOQUIMICAS
Glandulas Alto contenido de NaCl, sin
PREESPERMATICA Acuosa o o
uretrales ergotioneina, 4cido citrico o GPC
) Elevada concentracion de
Glandulas . .
RICO EN S ] espermatozoides, ergotioneina y
epidimarias Lechosa, no viscosa L .
ESPERMATOZOIDES GPC; NaCl y acidos citricos
y ampulares
escasos.
Baja concentracion de
Vesicula ) espermatozoides, alto contenido de
POSESPERMATICA ) Muy viscosa o D L
seminal acido citrico, Ergotioneina y GPC
bajas.
Muestra del Sin espermatozoides ni productos
extremo de secretorios de epididimo, &mpula o
GOTEO PENEANO Acuosa i )
la cola del vesiculas seminales (como GPC y
epididimo acido citrico)

GPC: Diesterasa de glicerilfosforilcolina.

Caracteristicas del semen en equinos

El semen es el producto eliminado a través de la uretra durante la
eyaculacion; esta formado por una fraccion celular, compuesta por los
espermatozoides, y una porcion liquida (plasma seminal) que actia como vehiculo
de los espermatozoides y esta producida por las glandulas sexuales accesorias y
una pequefia porcion de fluidos procedentes del testiculo, epididimo y conducto
deferente.®

Células germinales

Representan fases diferentes en el proceso de formacion del
espermatozoide orientdndose las mas jovenes cerca de la membrana basal y las

mas diferenciadas cerca de la luz tubular.®

La cinética del epitelio germinal se Illama espermatogénesis, la
espermatogénesis, parece seguir un curso ondulante o por oleadas, las fases no
son iguales en todos los planos transversales de cada canaliculo testicular, la
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duracion del ciclo se estima en general aproximadamente en 19 — 20 dias, que

clasicamente se lo divide en tres fases:
1. Espermatocitogenesis

Es la proliferacion de las espermatogonias para dar origen a los
espermatocitos de primer orden o primarios, la proliferacion asegura el
mantenimiento del nUmero original de espermatogonias es decir la renovaciéon para
gue no se agoten en el proceso de diferenciacion, hay que tener en cuenta que la
espermatogénesis ya se esta preparando en la vida embrionaria, mediante la
multiplicacion de los gonocitos de este proceso resulta la formacion de

espermatogonias. ©

Esta multiplicacion se realiza por mitosis normales, se realizan
aceleradamente a partir de la pubertad y no cesara hasta la muerte del animal. Ha
diferencia de lo que ocurre con otras estirpes celulares, es que las
espermatogonias no doblan su volumen, después de cada mitosis, de manera que

cuantas mas divisiones han sufrido, menor su tamafio. ¢

Las espermatogonias se describen en tres tipos diferentes, el tipo polvoso
por el aspecto nuclear, dado que su cromatina se dispone en granulos finos y

palidos, el otro tipo costroso de granulos gruesos. ©

La primera se designa espermatogonia tipo A (EGA), la segunda como
espermatogonia tipo B (EGB) y el tercer tipo es la espermatogonia intermedia (EGI)

con cromatina en delicados copos. ©

En todos los mamiferos la poblacion de espermatogonias estd compuesta
por dos clases celulares, las células madre definidas, como no especializadas que
no tienen habilidad para dividirse originando otras células madres y ademas células

en diferenciacion. ©

Las células en diferenciacién incluyen las células que poseen diversos
grados de especializacion, 6ésea son células especializadas que pueden dividirse
para originar nuevas células en diferenciacion pero no células madres, de modo las
EGI y EGB parecen irreversiblemente dedicadas a producir espermatocitos y
deben clasificarse como células en diferenciacion, las EGA pueden clasificarse
como células madre, pueden dividirse y originar EGl y EGb y nuevas células madre,
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de esas células madre se produce dos nuevas, aquellas que periddicamente a
intervalos fijos y regulares se dividen y luego de una 0 mas mitosis se renuevan asi

mismas y simultineamente producen espermatogonias en diferenciacion. ©

Los espermatocitos se originan por division del EGB, el nucleo del
espermatocito primario en interfase muestra cuerpos gruesos de cromatina, y se
resuelve hasta adoptar el aspecto leptotenico (Primer estadio de la profase de la

primera divisién meiética) de la profase.®
2. Meiosis

En la meiosis, se realiza la fase de reducciéon cromosomica y conduce a la
diferenciacion genética de los espermatozoides en machos u hembras, es decir
gue son portadores del cromosoma “Y” o del “X”, en el caso de los mamiferos, 50%
X"y 50% “Y”, hacen que los espermatozoides con “X” sean menos moviles que

los “Y”.

El espermatocito primario da origen por la primera divisibn meidtica en dos
espermatocitos secundarios a partir de un primario. Contiene granulos de
cromatina bastante palidos y globulos cromaticos fuertemente tefiidos, el diametro
total de la célula suele ser de 12 u los primarios de 18 o 20 p los espermatocitos
secundarios originan las espermatides, recién formadas poseen un nucleo esférico
pequefio, el diametro total no sobrepasa las 8u tienen un contenido haploide de

cromosomas. ¢
3. Espermiogénesis

El espermétide por una serie de procesos complejos se diferencia en la
célula germinal altamente especializada, el espermatozoide, el aparato de Golgi
esta bien diferenciado en las espermatides, estos se ubican cerca del nudcleo,
comienza a secretar material en forma de granulos envueltos por vesiculas de
membrana lisa, son los granulos proacrosomicos y las vesiculas se llaman
vesiculas proacrosomicas estos se fusionan parar formar un granulo Unico el
acrosdmico rodeado de su vesicula, todo esto corresponde a la fase Golgi, para
proseguir con la fase de casquete, aqui la vesicula crece y de esférica que era se
aplana al apoyarse sobre la superficie del nucleo, el material PAS positivo se coloca
sobre la membrana de la vesicula adyacente al nucleo, formando una capa Unica,
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luego las particulas PAS positivas se fusionan para dar lugar a una delgada capa
supra nuclear y el granulo acrosémico no sufre ninguna modificacion, la superficie
externa de la vesicula se aplana mas para adherirse firmemente al granulo y a la
placa a modo de sombrero llaméandose casquete o caperuza, crece deslizdndose
sobre la superficie nuclear hasta cubrir los 2/3 de la misma, empieza después de
la fase acrosdmica en granulo y el casquete se orientan hacia la lamina propia del
tubulo. La masa citoplasmética se desplaza hacia el lado opuesto del ntcleo donde
se halla el granulo y el casquete, estos dos se conocen como sistema acrosémico.
El aparato de Golgi se separa del sistema acrosémica y se pierde el citoplasma, el
ndcleo comienza a alegarse y se aplana en sentido opuesto, el granulo acrosémico

experimenta una saliencia al que se le llama acrosoma.®

Luego sigue la fase de maduracién en donde el sistema acrosémico se hace

mas débil mientras que la célula se libera del exceso de citoplasma. ©

Los cambios a nivel del sistema acrosomico se ha estudiado mucho en el
macho cabrio, toro y padrillo, demostrando pocas diferencias con referencia al
cerdo. En el equino es casquete se fija fuertemente al apice nuclear pero tiene
union poco laxa sobre el dltimo tercio de la superficie, los centriolos estan en el polo
opuesto del nacleo, la cromatina se condensa y se tifie cada vez mas fuerte y hace
que el nucleo tome el tamafio y forma tipica para cada especie, un centriolo se
orienta perpendicularmente a la superficie celular y se encarga de formar el flagelo
y se constituye en el cuerpo basal, posteriormente se forma el anillo a partir del
material del cuerpo acrosomico rodean al flagelo y se desplaza a lo largo del mismo,
delimitando la futura pieza intermedia, las mitocondrias migran y se disponen a su
alrededor para formar una vaina, el exceso del citoplasma forma el cuerpo residual,

pequeiia espera sin organelos gque existe hasta poco antes de la espermiacion. ©

El acrosoma tiene dos funciones: disolver las envolturas ovulares para
facilitar la penetracion del espermatozoide y adherirse a la membrana ovular en el
momento de la fecundacioén, para lo cual cuenta con proteinas especificas llamadas

Bindinas. &
4. Espermiacién

Es la liberacion del espermatozoide del epitelio seminifero en los mamiferos,

durante la espermiogénesis existe estrecha asociacion entre los espermatozoides
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y el citoplasma de las células de Sertoli, estas emiten laminas de citoplasma que
envainan a grupos de espermatides por las etapas similares de desarrollo
hallandose generaciones de espermatides y en el tubulo hay varias de estas
generaciones cada una en una etapa diferente de la espermiogénesis, las
espermatides se encuentran ligadas entre si por medio de puentes citoplasmaticos
gue permiten que se muevan en masa desde basal a luminal a medida que se
diferencian cuando se desarrolla el sistema acrosémico, las espermatides se
orientan hacia la membrana basal del tibulo seminifero, las mas jévenes
profundizan mas en el tibulo relacionandose en las prolongaciones sertolianas,
cuando maduran solo la mantiene un puente de citoplasma que ancla en la pieza

intermedia. ©

En la espermiacion se produce la ruptura del puente citoplasmatico que une

el cuerpo residual, la célula de Sertoli se encarga de fagocitar el cuerpo residual. ©
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Espermatozoides

Las células sexuales masculinas fueron descubiertas por Ham (1677), son
células altamente especializadas después de la espermiacion, es practicamente
inmovil arrastrado por el liquido testicular, se advierte que consta de una cabeza
con un sistema acrosémico, el cuello, flagelo pieza mévil esta posee una porcion
engrosada anterior que es la pieza intermedia. Los gametos poseen un nivel

metabdlico majo y no se multiplican. ©
Dimensiones

El nucleo presenta la informacién haploide del gameto aproximadamente
2500 millones de unidades de informacion para poder originar un feto, la membrana
mas externa de la cabeza es la plasmatica que rodea toda la célula, por fuera posee
un glucocalix con grupos acidos cuya distribucién varia con la especie y que se
relaciona con la penetracion del ovulo, por dentro esta la carioteca sin tener ningun
poro, interesa especialmente la acumulacion anterior en forma de cufia o cuerpo
apical y que se encuentra entre el nicleo y el acrosoma, esta especie de sombrero
nuclear contiene enzimas necesarias para el pasaje de espermatozoides a través
de las envolturas ovulares. Entre las enzimas mas conocidas se hallan la acrosina,

hialuronidasa y el factor mucolitico®

El flagelo es la porcion mévil y se subdivide en tres segmentos: la pieza
intermedia, pieza principal y pieza terminal, todas tienen el complejo axonemico

central del tipo 9 mas dos filamentos. ©

El movimiento de los espermatozoides es Reotactico es decir contra la

corriente vibratil del oviducto y cuernos uterinos. °

Ya madurado el espermatozoide adquiere una velocidad del movimiento de

progresion en promedio éptimo de 5 mm por minuto en el equino. ©

La mayor parte de los espermatozoides, sucumben a las 12 — 24 horas, pero
es posible encontrarlos aun moéviles en el Gtero y oviductos hasta 40 horas después
de la copula. En el tracto genital femenino, los espermatozoides, son fagocitados
por los leucocitos, como también las células del fondo glandular endometrial son
capaces de fagocitarlos. ©
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Viabilidad de los espermatozoides

Es el lapso durante el cual, el espermatozoide mantiene su capacidad de
unirse al 6vulo y activarlo, en el conejo tiene espermatozoides con su capacidad
movil, después de 60 dias de retencién en los conductos sexuales masculinos,
mientras que resulta fecundante solo hasta el dia 38, en el tracto femenino pierde
su capacidad fecundante en un lapso de 30 horas y los espermatozoides no

utilizados mueren en 2 dias.

En el tracto femenino el espermatozoide es fértil en 6 dias (yegua) y 6 horas
(ratona). En la oveja es de aproximadamente 30 — 48 horas, en la vaca 28 — 50

horas y superior a una semana en la perra. ®
Capacitacion espermética

En los mamiferos se registra los siguientes fenomenos: Eliminaciéon de un
factor de descapacitacion (rico en grupos N-Acetil-glucosamina) presente en el
fluido epididimario, plasma seminal, suero homélogo yema de huevo y otros
liquidos fisiol6gicos, que se rednen a receptores especificos de las membranas de
espermatozoides, impidiendo que libere las enzimas acrosomicas, se puede
eliminar por centrifugacion o por accion de macromoléculas similares a la beta-

amilasa. ©

Cambio de estructura de los lipidos de la membrana del espermatozoide,
por efecto de las albuminas presente en el tracto genital de la hembra, que son
capaces de extraer el colesterol que contiene y que ablanda la membrana,

Activacion de la acrosina por accion de una glucoproteina:
Reaccion acrosomica:

> Lisina como la hialuronidasa capaz de dispersar la corona radiada.
> Acrosina denominada lisina de zona pelucida es del tipo de la tripsina.
> Fosfolipasa A, desestabiliza los fosfolipidos de la membrana del ovocito. ©

Vias seminales intratesticulares

Para llegar los espermatozoides liberados al epididimo tiene que pasar por
los tubos rectos estos estan revestidos de células de Sertoli modificadas, sentadas
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en la ldmina basal que es muy plegada por las Numerosas fibras colagenas y
células mioides. En los rumiantes son relativamente largos, en el verraco muy
cortos, en los tubos rectos hay la presencia de tapén celular formada por las células
sertolianas modificadas que se especula que impiden el reflujo del liquido tubular,
actuando como valvula. En el equino es muy corto y no se describe un tapon, pero

si una constriccién muy marcada. ©

Los tubos rectos en equinos es solo una porcion media; el epitelio de estas
porciones es en el proximal o receptaculo, simple cubico bajo, en el segmento
terminal es cilindrico y cubico, en el distal el epitelio es muy plegado esto
descansan sobre la membrana basal gruesa en los rumiantes y delgada en el

cerdo, el epitelio tiene capacidad fagocitaria. ©
Red de Testis

Aqui desembocan los tubos rectos, el epitelio va desde plano a cilindrico, en
el toro es cilindrico seudoestratificado hay un 25% de células como linfocitos y

macroéfagos.

La composicion de los liquidos es diferente al de los tubulos seminiferos,
tienen proteinas distintas, ademas tiene alto contenido de K, es pobre en proteinas

y azucares reductoras, en las aves el epitelio es simple y plano.”

Espermatozoides de equinos:

Son células haploides con la Unica funcion de fecundacién. Para llevarla a
cabo, las células espermaticas tienen que iniciar y mantener el metabolismo para
producir energia, la motilidad progresiva y las enzimas esenciales acrosomales
para penetrar a través de las estructuras que envuelven al ovocito. También es
necesaria una adecuada distribucion de lipidos en la membrana plasmatica y el
acrosoma, los cuales estabilizan esas estructuras al momento de la fecundacién y
permiten también la fusion de las membranas en el momento adecuado, ademas
de esto, el mantenimiento de las proteinas de la membrana plasmética, es esencial
para la sobrevivencia de los espermatozoides durante su transporte en el tracto
genital femenino. Las proteinas suprimen la inmunidad local, proporcionan
interacciones con las células epiteliales en determinadas regiones anatémicas y la
adherencia de los espermatozoides a la membrana del ovocito en el momento de

la fecundacion.®
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La célula espermatica se divide en cabeza, cuello, pieza intermedia y cola.
En la cabeza esta localizado el ndcleo, compuesto de cromatica altamente
condensada que tiene el material genético. Los 2/3 anteriores de la cabeza estan
cubiertos por el acrosoma que posee las porciones apical, principal y ecuatorial. El
acrosoma contiene glicopéptidos y enzimas hidroliticas, como hialuronidasa,
proacrosina/acrosina y lipasas que son liberadas en el momento de la reaccion
acrosOmica. El cuello conecta a la pieza intermedia con la cabeza.
Aproximadamente 50% de los padrillos (morel, 1999) presentan una posicion aba-
axial de la pieza intermedia (DOTT, 1975). En el centro de la pieza intermedia
localizado el axonema, rico en ATPasa, que transforma la energia quimica en
accion mecanica. Circundando longitudinalmente al axonema estan las fibras
densas que dan estabilidad a la estructura. Envolviendo las fibras densas que
disponen las mitocondrias en forma helicoidal y alta concentracién. Son las
responsables de la alta produccién de ATP. La cola esta compuesta de una pieza
principal y otra terminal. La pieza principal es una continuacién de la pieza
intermedia donde las fibras densas y el axonema presentan el menor didmetro. Las

mitocondrias ausentes en la cola son sustituidas por una vaina fibrosa. °

La membrana plasmatica envuelve todo el espermatozoide y esta fija en
puntos especificos. Permanece intacta con excepcion del acrosoma, durante la
reaccion acrosomica, como resultado de la senilidad o muerte celular. La
membrana plasmatica esta formada por una doble capa de lipidos, una interfase
de fosfolipidos agua y glicocaliz. Los principales lipidos concentrados en la
membrana son fosfolipidos y colesterol. La proporcion de ambos determina de
fluidez de la membrana. Cuanto mayor es la cantidad de fosfolipidos, mas fluida es
la membrana. El colesterol, justamente con las proteinas estabiliza la membrana.
El 50% del peso de la membrana estd compuesto de otras proteinas con funcién
estructural o de ligacion para otras proteinas. Las proteinas estructurales pueden

actuar como canales o poros para permitir el pasaje de pequefias moléculas. °

Bajo ciertas circunstancias, como el enfriamiento o congelacion, ocurre una
transicion de fase en la cual una porcion liquida de la membrana plasmatica se
transforma en gel, pudiendo causar alteraciones estructurales irreversibles o
disturbios metabdlicos y muerte celular. En espermatozoides equinos, la
temperatura en que este cambio de fase ocurre de forma mas intensa es a 20,7°C,
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mas baja que la genera el mismo fendmeno en las especies porcina y bovina. Esto
puede reflejar una variacion en la tolerancia a caidas bruscas de la temperatura. °

El eyaculado contiene subpoblaciones especificas y bien definidas de
espermatozoides, de acuerdo con las caracteristicas de su motilidad. La estructura
especifica de las subpoblaciones estéa relacionada con las diversas variables como

el individuo (padrillo), motilidad total y el nUmero total de espermatozoides. °

Metabolismo del espermatozoide

En 1983 se afirma que la principal fuente de energia disponible para los
espermatozoides eyaculados son los carbohidratos de sustrato extracelular. Y que
los espermatozoides equinos metabolizan rapidamente los monosacaridos como la
glucosa, pero tienen capacidad muy limitada para utilizar otros azucares o
carbohidratos mas complejos. La glucosa se liga a proteinas de transporte para

atravesar la membrana plasmatica.®

Sistema de recoleccion del semen

La vagina artificial (VA) es el sistema 6éptimo de recogida de semen en los
équidos. Existen varios modelos de vaginas artificiales: Nikishawa, Missouri,
Hannover o el modelo Colorado; todas ellas estan creadas bajo el mismo principio
y constan de una doble camisa dentro de la cual se introduce agua caliente y en
ocasiones aire con el fin de aportar la temperatura y presion adecuadas para
estimular la eyaculacion. Tischner desarrollé en Polonia un modelo de vagina
artificial "abierta", que es empleada en muchos laboratorios debido a que permite
la recogida selectiva de las distintas fracciones del eyaculado.®

Ultimamente se han descrito técnicas alternativas de recoleccion de
semen, Love en 1992 determina que la recoleccion de semen con vagina artificial
es sin duda el método mas eficaz para la obtencion de un eyaculado. Cuando,
debido a lesiones musculo-esqueléticas o neurologicas, el padrillo no logra hacer
el salto o alcanzar la ereccidon se puede intentar la recoleccién con Vagina Artificial
en estacion o utilizando métodos alternativos.1°
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Evaluacién de calidad del semen

La evaluacion de semen se realiza como parte del examen androldgico
para verificar la potencia que genera en la compra y venta de reproductores, antes
del inicio de la temporada de monta e inseminacién artificial. El analisis clasico
comprende la evaluacion de la concentracion, nimero total de espermatozoides en
el eyaculado, motilidad y morfologia. Los valores fisiol6gicos se muestran en la
Cuadro N° 2. El andlisis aislado de los valores espermaticos no presenta alta
correlacion con la fertiidad del padrillo. Sin embargo, el porcentaje de
espermatozoides viables, espermatozoides con motilidad presentan alta
correlacion con la fertilidad del macho. El semen equino presenta grandes
diferencias en la calidad entre los eyaculados de un mismo individuo, por ello es
necesario realizar el examen de varios eyaculados para determinar la calidad del
semen, analizando dos eyaculados obtenidos con una hora de intervalo o

estableciendo la media de una serie de eyaculados.!!

Cuadro N° 2: Medidas de valores seminales equinos, segun varios

autores. 12
AUTORES
: Pickett y col Dowsett y Klug Mattos y Col
Val -
alores < (1975) Pattie(1982) (1982) (1989)
Volumen total (ml) 66 63.6 d -
Volumen sin gel (ml) 52 45.3 75.6 60.0
Volumen de gel (ml) 7 16.8 - -
Concentracion (10%/ml) 281 178.0 304.5 250.0
N°Total de 15 7.2 21.6 12.0
Espermatozoides
Motilidad total (%) 73 72.1 63.1 50.0
Movimiento Progresivo (%) : ; 35.6 25.0
Epz Vivos (%) . - 69.5 75.0
Epz sin a}lt(_araciones . ) 55.6 50.0
morfolégicas (%)

Examen Macroscépico

Después de retirado el recipiente recolector de la vagina artificial (VA), se
debe tomar precaucién de no someter el semen a cambios bruscos de temperatura.
La fraccién gel, producida por las vesiculas seminales, debe ser separada lo mas
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rapido posible, debido al efecto negativo que tiene sobre los espermatozoides.
Algunas vaginas artificiales poseen filtros descartables, cuando eso no ocurre es
posible adaptarles un filtro. Amann y col. en 1983 reportan que los filtros de nylon
con poros de 37um son los més indicados porgue retienen un nimero menor de
espermatozoides. 12

- Volumen. El volumen del eyaculado es la suma del volumen del semen 'y
el gel. El volumen del semen sin el gel es determinado a través de la lectura de la
probeta graduada, después de la filtracion.'3

- Aspecto. Después de la separacion del gel el aspecto del semen es
evaluado, teniendo en cuenta como base su coloracién y consistencia. La
coloracion del semen varia de gris ceniza a blanco y la consistencia puede variar
de acuoso a lechoso. El aspecto del semen da una idea de la concentracion
espermatica. Cuanto mas blanco lechoso, mayor es su concentraciéon. Ademas de
eso, la apariencia permite establecer la presencia de urospermia y hemospermia.
En caso de urospermia, su presencia puede ser detectada por el olor a orina en el

semen. 13

- pH. El pH del semen equino varia entre 6,2 y 7,8 esto es un reporte de
Amann y col en 1993. Sin embargo, otros autores como Kenney y col en 1983;
reportan que el pH del semen equino se situa entre 7,2 y 7,6. Pickett en 1993,
afirma que el pH estd inversamente correlacionado con la concentracion, de
manera que con concentraciones menores el pH tiende a ser mayor. El pH puede
ser medido por medio de un potenciometro o de manera menos exacta, a través de
cintas indicadoras de pH. Este debe ser determinado inmediatamente después de
la recoleccién porque el reposo genera la formacion de acido lactico.
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Examen Microscépico
- Pruebas de motilidad

Tras la recogida del eyaculado el primer parametro que debemos analizar
es la motilidad, debido a que ésta se altera por los cambios de temperatura y el
tiempo de incubacion. Después de la recoleccion se inicia una disminucién
progresiva de la motilidad espermatica. Por eso la evaluacion de la motilidad debe
ser determinada inmediatamente o como maximo, 5 minutos después de la
recoleccion. La motilidad sera evaluada tanto en el semen in natura como en el
diluido. Para el estudio de la motilidad en este momento se pueden usar soluciones
diluyentes como aquellas utilizadas para el enfriamiento del semen
preferentemente aquellas con yema de huevo porque esta torna la solucion
Opticamente opaca; sin embargo, el semen puro tiende a aglutinarse lo que dificulta
la estimacion. Para una mejor evaluacion el semen debe diluirse en un medio
adecuado a una concentracion constante entre 25y 50 x 10° spz/ml. Generalmente
esta evaluacion se realiza mediante la estimacion subjetiva y se debe estimar el
porcentaje de células maétiles o motilidad total (MT) y el porcentaje de células con
motilidad progresiva (MP).12

La motilidad del semen presenta una correlacion escasa con la fertilidad,
tanto con el empleo de semen fresco como descongelado reporta Samper y col en
1991; En un estudio reciente Bedford y col. en 1995 compararon la motilidad y
fertilidad del semen refrigerado a 4°C en un diluyente de leche desnatada con o sin
yema de huevo, a pesar de que la motilidad fue significativamente mejor en el
diluyente conteniendo yema de huevo la fertilidad obtenida con este diluyente
(17%) fue inferior a la obtenida con el diluyente sin yema de huevo de gallina (58%).
Sin embargo, la estimacion de la motilidad continta siendo el parametro mas
empleado para la prediccion de la capacidad fecundante del semen.®®

Coloracion supravital

La coloracion supravital se realiza con Eosina- Nigrosina, que determina de
forma mas objetiva las células viables para determinar la integridad de la membrana
plasmatica. Cuando las células sufren una lesion de la membrana, absorben el
colorante. La coloracién se lleva a cabo depositando en una extremidad del
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portaobjetos entibiado 1 gota de semen y 2 de colorante. Con ayuda de un
cubreobjetos la gota de semen es mezclada con las gotas de colorante y se hace
el extendido, el cual sera secado durante 30 segundos sobre la platina térmica. La
lamina puede ser almacenada en un lugar fresco. Los espermatozoides coloreados
y sin colorear se cuentan con un aumento de 400X hasta un total de 200 células.
El resultado es expresado en porcentaje. Los espermatozoides no coloreados

representan a las células viables y los coloreados a las células muertas.?
Concentracion

La concentracién se establece a través del nimero de espermatozoides
por unidad de volumen. Puede ser medida a través del recuento en camaras

(Neubauer, Burker). 12

Funcionalidad de la membrana plasmética

Se realiza con el Test de endosmosis (HOS). Se coloca en un tubo de
ensayo 125 pl de solucion HOS a 37°C y 12.5 pl de semen, incubandolo a 37°C
durante 10 minutos, se detiene la reaccién agregando 25 ul de Solucion HOS
Formol y se coloca entre porta y cubreobjetos 5 pl de la muestra observando con
microscopio de contraste de fase a 400X. Los espermatozoides con cola enrollada
totalmente, parcialmente, o simplemente acodada se consideraron Vivos
(reaccionados) y el resultado final se expresara porcentualmente. En cada muestra
seminal debe observarse un minimo de 40% de reaccionados para considerarla

adecuada. 12
Morfologia espermatica

Este examen determina el porcentaje de espermatozoides con 0 sin
alteraciones morfoldgicas. Existen diversas clasificaciones para las alteraciones
morfolégicas, sin embargo la suma de las alteraciones de acrosoma y cabeza no
deben pasar del 5% y 10 % respectivamente y el nimero total de las alteraciones
no debe ser superior al 30%. Hay, sin embargo, una cierta flexibilidad de los
porcentajes. 12

La morfologia puede ser analizada diluyendo una alicuota de semen en
solucién fijadora y examinando la muestra entre el porta u cubreobjetos en el

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM =<2 DE SANTA MARIA

microscopio de contraste de fase con un aumento de 1000X. Esta técnica sin
embargo no permite una buena evaluacion del acrosoma con una lente de

inmersioén. Existen diferentes coloraciones para acrosoma. *?

Existe la tincion de Rosa de bengala, el cual se realiza un frotis sobre
portaobjetos atemperado a 37 °C con una alicuota de 5 pl de semen y 5 pl de
solucién acuosa de Rosa de Bengala al 3% (m/v) atemperado, dejando secar el

portaobjetos a temperatura ambiente durante 20 minutos. 12
Choque térmico

El enfriamiento del semen disminuye la actividad metabodlica de los
espermatozoides, reduce el crecimiento bacteriano y de esa manera, prolonga la
viabilidad de los espermatozoides afirma Katila en 1997. El choque térmico, en
equinos es el conjunto de alteraciones que los espermatozoides sufren cuando son
sometidos a un enfriamiento rapido de 20° C a 5°C. Esas alteraciones estan
representadas por la pérdida rapida de motilidad, la alteracion del tipo de motilidad
con un movimiento retrogrado y circular, reducciéon del metabolismo, lesion del
acrosoma y de la membrana plasmatica, acompafiada de pérdida de los
componentes intracelulares. Estas alteraciones son en parte irreversibles. Con el
enfriamiento, los lipidos sufren una transicion a la fase liquida cristalina y
posteriormente a una de gel. Una vez que se encuentran en estado de gel, los
lipidos tienden a agregarse, ademas de volverse mas permeables a los iones.
Cuando los espermatozoides estan alterados, los iones Na+ y Ca++ que entran a
las células espermaticas son retirados por medio de transporte activo. A 5°C la
permeabilidad al Ca++ crece significativamente, superando la capacidad de
eliminacién de los iones por medio de las bombas de Ca++. Asi el Ca++ se acumula

en el espermatozoide alcanzando niveles toxicos.®

Es posible que el acrosoma sufra mas, con estas alteraciones, una pérdida
mayor de capacidad fecundante de la que seria esperado de la reduccion de la
motilidad. Los efectos del choque térmico son mas evidentes en el congelamiento
de semen, cuando los espermatozoides sufren alteraciones mas semejantes a la
capacitacion y al envejecimiento. La severidad del efecto del choque térmico
depende del grado de enfriamiento, intervalo entre temperaturas y la variacién de
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la temperatura. Estos efectos pueden ser reducidos a través del enfriamiento
controlando los intervalos criticos de temperatura entre 19°C y 8°C y por medio de
la adicion de lipidos (yema de huevo) o proteina (leche) en el diluyente del semen.
También fue sugerido que la variacion de la composicion y la concentracion de
NaCl son responsables de la variacion de la tolerancia del semen de diferentes

padrillos al enfriamiento y la congelacién.®

Los espermatozoides de algunos padrillos parecen ser mas sensibles que
otros a la presencia de plasma seminal, en estos animales mas sensibles,
disminuye el mantenimiento de la motilidad. La centrifugacion y eliminacion parcial
del plasma seminal beneficia a los machos cuyos eyaculados presentan baja
tolerancia al enfriamiento, almacenamiento, dilucion del semen vy

acondicionamiento de rutina.l’

Esto es vélido en particular para semen almacenado por mas de 24h. Este
procedimiento, sin embargo, no se justifica para el semen de padrillos, cuyos
eyaculados toleran el enfriamiento y almacenaje usando procedimientos de

rutina.18

Criopreservacion

La criopreservacion tiene como objetivo el mantenimiento de la viabilidad y
funcionabilidad celular a temperaturas bajas. La criobiologia se basa en entender
los efectos de las temperaturas bajas sobre los sistemas celulares ya que el tiempo
biolégico es una consecuencia de determinadas reacciones bioquimicas y el frio
prolonga el tiempo bioldgico, puesto que se hacen lentas estas reacciones. Sin
embargo, este no es un proceso exento de problemas ya que puede inducir
variaciones extremas en las propiedades quimicas, térmicas y eléctricas las cuales
pueden alterar las membranas celulares, los organelos y la delicada interaccion
célula-célula inherente en las células y tejidos a criopreservar (Woods, 2004).

Existen hasta el momento nuevas propuestas sobre la criopreservacion de
semen con diferentes tiempos de congelacion, diferentes diluyentes y diferentes

crioprotectores, muchas de estas técnicas en la actualidad son tan complicadas
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gue cada casa comercial especialmente aquellas multinacionales que distribuyen

semen las consideran como verdaderos secretos industriales.13

A lo largo de 15 afios de estudio él observé una marcada mejoria en la
resistencia del semen de caballos al proceso de congelacion y descongelacion esto
ocurrié con la sustitucion del glicerol por crioprotectores alternativos. Alvarenga M.
en 2005 también observo una disminucion acentuada de la fertilidad del semen de
caballos refrigerado en medios de dilucién que contenia glicerol por un periodo de
2 horas. Tselutin y col. en 1999 determiné que para varios tipos de aves el glicerol
también es altamente contraceptivo. Para estas especies de animales,
principalmente las aves, que son sensibles al glicerol los crioprotectores a base de
amidas han sido mostradas menos téxicos y mas eficientes en la capacidad de
preservar el potencial de fertilizacion después de congelado. Recientemente
estudios de laboratorio demostraron que determinado tipo de amidas posibilitan
una mejor significancia de resistencia a la congelacion del semen de la mayoria de
los caballos principalmente considerados malos congelantes.®

Diluyentes

Los diluyentes de semen contienen componentes protectores que permiten
la sobrevivencia espermatica fuera de tracto reproductivo. Ademéas de esto
aumentan el volumen de la dosis inseminante. Yema de huevo, leche y glicerol son
los componentes méas adicionados para la proteccion de los espermatozoides
frente al descenso de temperatura. Las lipoproteinas presentes en la leche y la
yema de huevo protegen a los espermatozoides del choque térmico. Substratos
metabolizables como glucosa constituyen la fuente de energia para las células
espermaticas. Los diluyentes deben contener sustancias con alta capacidad
tampon para neutralizarlos. Los antibiéticos son adicionados en forma rutinaria a
los diluyentes para retardar o eliminar el crecimiento de bacterias que
invariablemente contaminan el semen como consecuencia de la recoleccion.?°

Las desventajas de estos extensores que utilizan toda la yema de huevo,
atribuyen a la opacidad con granulos formados, lo que dificulta el examen inmediato
de evaluacibn microscOpica, causando dafio a la respiracibn de los
espermatozoides. 2! La disminuciéon de la motilidad también puede llevar a

microorganismos patégenos.??
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La supervivencia de los espermatozoides después del proceso de
criopreservacion requiere la solucién de una ecuacion multifactorial que implica
variables tales como la integridad de cada compartimento de células, la membrana
plasmatica, acrosoma, mitocondrias, citoesqueleto, nicleo y glucocalyx.??

La evidencia indica, que de acuerdo con la caracterizacion bioquimica
hecha por Banaszak y col., 1992, la accidon protectora del Ovulo utilizando
diluyentes de fracciénes de yema, se atribuye a las lipoproteinas de baja densidad
(LDL).?*LDL esta compuesta de 12% de proteina, 87% de lipidos y tiene una forma
esférica que mide aproximadamente 35um. LDL es altamente soluble en medios a
base de agua, debido a su baja densidad no precipita después de unas horas,
proporcionando una pelicula interfacial entre el &cido graso y el agua.?®> Bergerom
A.,y col., 2004, mostraron que el LDL promueve la incorporacion de fosfolipidos de
la membrana y el colesterol, y también evita la salida del fosfolipido y el colesterol
de la membrana de los espermatozoides, mediante la formacion de un complejo

con las proteinas en el plasma seminal. 24

Yema de huevo: componentes quimicos

La yema de huevo se compone principalmente de LDL en un 68%,
lipoproteinas de alta densidad de 16%, 10% y 4% livetinas, fosvitinas ubicadas en
dos fracciones facilmente separables, granulos y plasma. ElI plasma
correspondiente al 78% de materia seca de yema, mientras que los granulos
representan el 22%. En la materia seca de la yema, se pueden encontrar 33% de
proteinas y 63% de lipidos, divididos en triglicéridos con el 43%, colesterol 2,6% y
fosfolipidos 18%, que se componen de 16% de fosfatidilcolina y 2%

fosfatidiletalonamida.?® 26
Efecto de la yema de huevo como crioprotector

El efecto crioprotector de yema de huevo, se ha atribuido principalmente a
las LDL presentes en la fraccion plasmatica.?” Varios estudios han sustituido a la

yema de huevo de los medios de refrigeracion / la congelacion de estas
lipoproteinas.?® Las obtenciones de resultados son satisfactorios en el
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mantenimiento de la viabilidad del esperma en varias especies domésticas.?® La
posibilidad de sustitucion es interesante para la comercializacion internacional de
semen congelado, se puede eliminar el riesgo para la salud asociado con la yema
de huevo, que se considera un portador potencial de patégenos. %°

Ademas, otras ventajas del uso de LDL en sustitucién de la yema de huevo
son la estandarizacion y el dominio de los componentes presentes en extensores
producidos, puesto que la composicion de la proteina y la lipoproteina de yema de
huevo puede variar dependiendo de la genética de alimentacién y la eliminacion de
los componentes no deseados de la yema de huevo puede reducir la viabilidad del
esperma durante y después de la congelacion, como es el caso de las lipoproteinas

de alta densidad presentes en una porcién granular.° %0

Métodos de extraccidn de las lipoproteinas de baja densidad de la yema de

huevo de gallina

Algunos métodos de extraccion de lipoproteinas de baja densidad implican
etapas de ultracentrifugacion por gradiente de densidad, que consumen largos
periodos y tienen baja tasa de recuperacion, lo que les hacen poco atractivo para
el uso industrial.?” 3 Cuyo proceso es:

» Se coloca un huevo en el separador de yema y retiramos la clara.

» Se coloca en el extremo de una servitoalla haciéndolo rodar
suavemente para retirar los residuos de clara

» Se coloca las yemas de los huevos en la probeta y se mide la cantidad
obtenida.

» Se realiza la dilucion 1:1 con la dilucion fisiolégica 0,17 Molar.

» Se segrega la cantidad restante de solucion salina fisiol6gica para
recuperar los residuos de yema que quedan en la probeta.

» Se coloca la dilucién en un vaso precipitado y se cubre con papel
aluminio.

» Se lleva al cuarto frio donde se homogeniza en el agitador magnético
por una hora.

» Se llena los tubos de la centrifuga con la misma cantidad de yema de
huevo y se sella con parafilm.
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» Se centrifuga a 13000 rpm a 1000 gravedades con 4°C en 45 minutos.

» Se retira los tubos de la centrifuga y se coloca en hielo frappé.

» Recuperando el sobrenadante en un vaso de precipitado se coloca
en el agitador magnético en el cuarto frio por 15 minutos.

» De nuevo se realiza la centrifugacion el sobrenadante a 13000 rpm a
1000 gravedades con 4°C en 45 minutos.

» Se recupera el sobrenadante en un vaso de precipitado sellando con
papel aluminio y se coloca en el agitador magnético en una cama de
hielo frappé.

» Calibra el potenciémetro con agua desionizada luego secar.

» Introducir el potenciémetro en el sobrenadante y se ajusta el pH a 8.7
con hidréxido de Sodio.

» Se realiza una dilucion 1:1 con el Sulfato de Amonio para obtener una
solucién Sulfurada de amonio al 50%.

» EIl sulfato de amonio se agrega lentamente con ayuda de una
venoclisis y el pH se mantiene a 8,7 agregando hidroxido de sodio.

» Se lleva la dilucién al cuarto frio y se homogeniza durante una hora.

» Se centrifuga con 13000 rpm a 1000 gravedades con 4°C en 45
minutos.

» Se coloca las bolsas de didlisis para que se hidraten y después se
realiza el enjuague com agua desionizada.

» Transcurridos los 45 minutos, se retira los tubos de la centrifuga y se
recupera el sobrenadante.

» Se coloca en las bolsas de dialisis con aire dentro de ellas sellandolas
con pinzas.

» Se introduce las bolsas en una cubeta con agua desionizada, la cual
esta con una bomba para mantener el agua circulando.

» La cubeta se deja en el cuarto frio cubierta de papel aluminio, para
evitar que las superficies de las bolsas de didlisis se resequen.

» El agua desionizada de la cubeta se cambia cada 2 o 3 horas
evaluando el color del contenido que pasa de turbio a traslucido lo
que indica que se ha eliminado el sulfato de amonio, (aprox dos dias).

» Recuperacion el contenido de las bolsas de dialisis.
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» Centrifugamos a 13000 rpm a 1000 gravedades con 4°C en 45

minutos.32

Congelacion de semen usando las lipoproteinas de baja densidad para

sustituir la yema de huevo

Las primeras pruebas utilizando yema de huevo fraccionado mostraron que
la porcién rica en lipoproteinas de baja densidad fue mas eficiente en las porciones
de esperma que la conservacion en otras proteinas tales como livetinas, fosvitinas
y lipoproteinas de alta densidad. A partir de ahi, varias hipo6tesis se formularon con
el fin de tratar de aclarar el posible mecanismo de accién de las lipoproteinas de
baja densidad.?427 2833 Al mismo tiempo, habia preocupacion en la determinacién
de la concentracion ideal de lipoproteinas para la adicion en el medio mas delgado,
con el fin de garantizar el éxito de la técnica de congelacion y descongelacion de
semen.

Se encontr6 que las concentraciones superiores a 10% pueden ser
perjudiciales para los espermatozoides, presumiblemente debido a la mayor
presion osmotica.?®

Recientemente, varios estudios han demostrado que la sustitucion de la
yema de huevo en extensores con lipoproteinas de baja densidad (LDL) mejorada
motilidad, integridad de la membrana, y la capacidad de fertilizacién del esperma
congelado de varias especies en comparacion con el uso de extensores
comerciales que contienen yema total de huevos. ?°

Se ha sugerido que los fosfolipidos presentes en LDL protegen los
espermatozoides mediante la formacion de una pelicula en la interfase entre los
acidos grasos y de agua, que conduce a la estabilizacion fisica de la membrana.
También se ha indicado que el LDL se adhiere a la membrana de los

espermatozoides causando afluencia de fosfolipidos en la membrana.?> 28

2.2.- Antecedentes de investigacion

2.2.1.- Revisiones de tesis universitarias
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En la revision bibliografica de antecedentes de investigacion no se encontro
reportes respecto al tema a tratar en la presente investigacion, por lo que

analizamos en siguiente reporte.

Restrepo G. y col. 34, en el articulo de “EVALUACION DE DOS DILUYENTES
PARA LA CRIOPRESERVACION DE SEMEN DE CABALLOS DE LA RAZA
CRIOLLO COLOMBIANO” se reporta que: La composicion de los diluyentes para
la criopreservacion del semen equino es determinante en la criotolerancia y la

capacidad fecundante post-descongelacion de las células espermaticas.

Objetivo. Evaluar dos diluyentes para la congelacion de semen de caballos de la
raza criollo colombiano. Materiales y métodos. El semen de cuatro caballos de la
raza criollo colombiano fue criopreservado mediante un protocolo de congelaciéon
rapida con los diluyentes Equipro® y Gent®. La evaluacion de la movilidad del
semen posdescongelacion se realizd6 mediante un sistema de analisis
computarizado de clase (SCA®), con el cual se analizaron la movilidad total (MT),
la movilidad progresiva (MP), la velocidad curvilinea (VCL), la velocidad lineal (VSL)
y la velocidad media (VAP). La vitalidad espermatica (VE) y la morfologia normal
(MN) se evaluaron mediante tincibn con eosina-nigrosina; la integridad de la
membrana plasmatica se determiné mediante la prueba hipo-osmoética (HOS). Para
la evaluacion estadistica se ajustaron modelos lineales generalizados (GLM) y las

medias entre los tratamientos se compararon por la prueba de Tukey.

Las asociaciones entre las variables estudiadas se evaluaron mediante un analisis
de correlacion de Pearson. Resultados. Se hallo diferencia estadistica significativa
(P=<0.05) para la MT con medias de 50.9 % £+ 194 % y 42.2 % = 15.1 %, para
Equipro® y Gent®, respectivamente. A excepcion de la VSL no se encontrd
diferencia entre los demas pardmetros evaluados. Se encontrd una alta correlacion

entre los parametros de movilidad, vitalidad e integridad de membrana. 3*

Lozano B. y col.35, realizaron un articulo sobre: “EFECTO DE LA ADICION DE
PLASMA SEMINAL EN EL SEMEN EQUINO DESCONGELADO” donde el
resumen consta de Antecedentes y objetivos: ElI semen criopreservado ofrece
beneficios adicionales no presentes en el semen refrigerado. Sin embargo, varios
factores afectan al éxito en la inseminacion artificial con semen congelado de

caballos. El objetivo del trabajo es evaluar si la adicion de plasma seminal a
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diferentes concentraciones, sobre espermatozoides equinos descongelados,
afecta a la motilidad espermatica, viabilidad y a nivel de membrana.
Material y métodos: Se utilizaron diferentes razas, cuatro sementales de silla, y dos
sementales de tiro. En un primer experimento el semen descongelado se
centrifugd, mientras en el segundo no se centrifugd. A continuacion, se adiciono el
plasma seminal al 10, 20, 30% suspendido en solucion tampdén fosfato y plasma

seminal puro (100%).

Resultados: En los caballos de silla el plasma seminal no afect6é a los parametros
estudiados (p>0,05), pero se aprecié un posible efecto téxico del plasma seminal
puro sobre las caracteristicas espermaticas. En las muestras con plasma seminal
de los caballos de tiro, se observaron unos indices mejores en espermatozoides
Vivos con acrosoma intacto que en las muestras control. Asimismo se obtuvo un
porcentaje menor en espermatozoides reaccionados que en las muestras control,
encontrando en esta categoria una diferencia significativa (p<0,05).
Conclusiones: La incubacion de los espermatozoides descongelados con plasma
seminal puede frenar la reaccion acrosomica, reflejado este hecho, en los bajos
porcentajes de espermatozoides que han sufrido la verdadera reaccion

acrosémica.3®

Vaz, M.,3% en su trabajo de investigacion: “USO DE LIPOPROTEINAS DE
BAJA DENSIDAD Y DE YEMA DE HUEVO EN LA PRESERVACION DE SEMEN
ASNAL REFRIGERADO A 6°C” Plantearon como objetivo evaluar el esperma
asnal frio mantenido en diferentes diluyentes. Fueron utilizados en este
experimento seis asnos de la raza PEGA. El semen se diluy6é 1: 3 en extensores:
D1 - Botusémen®; D2 - Botusémen® + 10% de yema de huevo; D3 - Botusémen®
+ 10% de yema de huevo, se centrifugaron a 800 X g durante 15 minutos; D4 -
Botusémen® + 6,8% LDL. Cada muestra de semen diluido fue sometido a
enfriamiento curva 0,650C / min para llegar a 5 ° C. Fue transportado y guardado
en un refrigerador comercial a 6 ° C durante tres dias. Se utilizé el sistema
computarizado CASA (analisis de esperma asistido por ordenador) para evaluar las
caracteristicas del semen de cada periodo de enfriamiento de 24 horas. El dilutivo
3 (Botusémen + yema de huevo - se centrifuga) sobre otros extendedores estudio
la conservacion de caracteristicas de los espermatozoides, la medida en que

aumenta el tiempo de almacenamiento, destacando principalmente en el porcentaje
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de espermatozoides con movimiento de desplazamiento de velocidad rapida y

curvilinea y la velocidad de desplazamiento rectilineo. 36

M.M. Neves, y M. Henry 3" con la investigacion titulada: “YEMA DE HUEVO
DE GALLINA Y LA ACCION PROTECTORA Y LA ACCION DE SUS
LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD EN LA CRIOPRESERVACION DE
SEMEN?”, analizaron que la yema de huevo se ha utilizado en biotecnologia de la
reproduccion como un ingrediente esencial en extensores de refrigeracion y
congelacion de esperma en varias especies domésticas. La yema se forma por las
lipoproteinas, y livetinas fosvitinas, que se encuentran en dos fracciones facilmente
separables por el método de centrifugacion: el granulo y plasma. Se cree que las
lipoproteinas de baja densidad presentes en el plasma, es responsable de su
accion crioprotector. Esta revision se centra en la composicion quimica de huevo
de gallina y su yema muestran cronolégicamente, como el desarrollo de hipétesis

existentes sobre su mecanismo de accién en la congelacion de semen.3"

Avila, L.; Bacter, J.38 En un articulo de revisién sobre “FUNDAMENTOS
DE CRIOPRESERVACION”, donde reportan que: El entender y aplicar
adecuadamente la criopreservacion de material biolégico es fundamental en
laboratorios y bancos de células. Sin embargo aunque se han implementado
protocolos para criopreservacion, aun no se tienen los ideales en la mayoria de los
casos. El objetivo de esta revision es dar a conocer ciertos parametros inherentes
al proceso de criopreservacion y la importancia de conocer ciertas caracteristicas
de la célula que pueden incidir con la viabilidad del producto congelado para lograr
la técnica adecuada. Para alcanzar este proposito, el documento se basara en el
conocimiento de las propiedades fisicoquimicas de la célula y/o el tejido, pues este
proceso es afectado por diferentes variables como permeabilidad celular, volumen
osmoticamente inactivo y relacion superficie/area de la célula, la cual es variable
de acuerdo a la especie, tipo y estadio de la célula a congelar. La estructura y
composicién de las membranas plasmaticas determinan los principales eventos
celulares que tienen lugar durante los procesos de criopreservacion; las bajas
temperaturas afectan la difusion y 6smosis a traves de las membranas y cada célula

maneja su propio perfil biofisico el cual interactua con diferentes criopreservantes
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celulares. EIl hallar el protocolo adecuado sera lo que garantice la viabilidad y

funcionabilidad celular. 38
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.  MATERIALES Y METODOS

3.1.- Materiales

3.1.1.- Localizacion del trabajo
a.- Localizacion espacial

La toma de muestras en campo se realiz6 en la localidad de Yumina, distrito
de Sabandia, region de Arequipa, el trabajo de gabinete se realizé en el laboratorio
de investigacion en Biotecnologia Animal de la Universidad Catolica de Santa
Maria, geograficamente ubicado en: Latitud Sur: 16° 23" 55,19, longitud Oeste:
71° 3" 12.81°". Altitud: 2328, msnm con una temperatura promedio de 15,8°C con
una variabilidad de 8,2°C a 25,6°C, con una humedad relativa mayor a 27% y menor

a 70% y una precipitaciéon promedio de 78 mm.3°

b.- Localizacién temporal

La investigacion se desarrollé en Abril del 2017 a Diciembre del 2017 para

el desarrollo del trabajo de gabinete y de campo.

3.1.2.- Materiales biolégicos

» Semen fresco colectado mediante vagina artificial de garafiones de la raza
Caballo Peruano de Paso.

» Huevos de gallinas de crianza de Campo.

3.1.3.- Materiales de laboratorio

Reactivos

» Solucién salina fisiolégica al 0,7 molar: (9.93g de CINa aforar con agua
destilada)

» Sulfato de Amonio: (76g de Sulfato de Amonio en 100ml de agua
desionizada

» Agua desionizada
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Tincién Eosina- nigrosina

Hidroxido de sodio

Nitrogeno liquido

Hielo frappe

Alcohol polivinilico

Solucion fisiologica temperada

Dilutor de semen Botucrio® BotuPharma
Dilutor de semen Equipro ® Minitube. Alemania

Solucién salina formolada al 0.3%

YV V.V V V V V V V V

Glutaraldeido

Materiales de coleccién y evaluacion

Termometro.

Pipetas Pasteur

Micropipetas

Crioviales (1,5, 2y 5 ml).

Bureta de titulacion

Venoclisis

Pinzas

Papel parafilm

Tips

Porta y cubreobjetos

Hielo

Bolsas de dialisis

Tubos Falcon de 50 ml

Sistema de Sifonaje

Peine para burbuja de aire de pajillas
Termo para descongelacién de semen
Pinza para pajillas

Cortador de pajillas

Cémara de Burker

servitoalla toalla

YV V V VYV V V V V V VYV V V V V V V V V V VYV V

Rampa de congelamiento de pajillas
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Caja de tecnophor para humeo de pajillas

Cronometro

>

>

» Papel aluminio
» Vaso precipitado
» Cubeta

>

Jeringas de lcc

3.1.4.- Materiales de campo

» Anexos

Cémara digital

Vagina artificial tipo colorado para equinos
Termometro

cubeta

Filtro para semen

Lubricante para semen no espermicida
Bolsa willpack

Bolsa de dialisis

Pajuelas de 0,5 cc

POE’S

3.1.5.- Equipos y maquinaria

Microscépio oOptico a 4, 10, 40 y 100x
Agitador magnético

Microscoépio de contraste de fases.
Equipo de bafio Maria Hamedo
Termoplatina

Centrifuga de semen para tubos de 50 cc
Refrigeradora.

Equipo de computo portatil
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3.1.6.- Material de escritorio y Redaccion

> Material de escritorio
» Equipo de coOmputo

» Materiales de impresion
3.2.- Métodos:

3.2.1.- Muestreo

» Universo
Se trabajé con cuatro sementales de la raza Caballo Peruano de Paso del

criadero bajo estudio.

» Tamano de muestras:
La muestra estuvo constituida por los mismos cuatro animales que

conforman el universo, la colecta de semen se realizé en 5 repeticiones.

Cada colecta fue dividida en 2 tratamientos, totalizando 10 unidades

experimentales dando como resultado 40 muestras de semen a evaluar.

» Procedimiento de muestreo
Mediante un muestreo aleatorio simple se asigno las muestras para el

tratamiento respectivo.
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Cuadro N° 3: Unidades experimentales de estudio

Padrillo 1 Padrillo 2 Padrillo 3 Padrillo 4
Repeticiones 1 2 1 2 1 2 1 2
Tratamientos
1 C.con | C.con | C.con | C.con | C.con | C.con | C.con | C.con
YH1 LDL1 YH1 LDL1 YH1 LDL1 YH1 LDL 1
) C.con | C.con | C.con | C.con | C.con | C.con | C.con | C.con
YH2 LDL 2 YH2 LDL 2 YH2 LDL 2 YH2 LDL 2
C.con | C.con | C.con | C.con | C.con | C.con | C.con | C.con
3 YH3 LDL 3 YH3 LDL 3 YH3 LDL 3 YH3 LDL 3
4 C.con | C.con | C.con | C.con | C.con | C.con | C.con | C.con
YH4 LDL 4 YH4 LDL 4 YH4 LDL 4 YH4 LDL 4
5 C.con | C.con | C.con | C.con | C.con | C.con | C.con | C.con
YH5 LDL 5 YH5 LDL 5 YH5 LDL 5 YH5 LDL5

C: crioprotector
YH: yema de huevo

3.2.2.- Métodos de evaluacion

a.- Metodologia de la experimentacion

EXTRACCION DE LDL
» Se coloco un huevo en el separador de yema y retiramos la clara.

> Se colocé en el extremo de una servitoalla haciéndolo rodar suavemente

para retirar los residuos de clara

» Se coloco las yemas de los huevos en la probeta y se midio la cantidad

obtenida.
> Se realizo la dilucion 1:1 con la dilucidn fisioldgica 0,17 Molar.

> Se agrego la cantidad restante de solucion salina fisiolégica para recuperar
los residuos de yema que quedaron en la probeta.

» Se coloco la dilucion en un vaso precipitado y cubrimos con papel aluminio.

> Se llevo al cuarto frio donde se homogeniz6 en el agitador magnético en una
hora.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

At :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

> Se lleno los tubos de la centrifuga con la misma cantidad de yema de huevo

y sellamos con parafilm.
» Centrifugamos a 13000 rpm a 1000 gravedades con 4°C en 45 minutos.
» Se retir0 los tubos de la centrifuga y se colocd en hielo frappé.

» Se recuper6 el sobrenadante en un vaso de precipitado y colocamos en el

agitador magnético en el cuarto frio por 15 minutos.

> Se centrifugé el sobrenadante a 13000 rpm a 1000 gravedades con 4°C en

45 minutos.

» Se recupero el sobrenadante en un vaso de precipitado sellando con papel

aluminio y se coloc6 en el agitador magnético en una cama de hielo frappé.
> Se calibro el potenciometro con agua desionizada y secar.

> Se introdujo el potenciémetro en el sobrenadante y se ajusto el pH a 8,7 con
hidroxido de Sodio.

» Se realiz6 una dilucion 1:1 con el Sulfato de Amonio para obtener una

solucion Sulfurada de amonio al 50%.

> El sulfato de amonio se agreg6 lentamente con ayuda de una venoclisis y el

pH se mantuvo a 8,7 agregando hidréxido de soédio.
» Se llevo la dilucion al cuarto frio y se homogenizo durante una hora.
> Se centrifugé a 13000 rpm a 1000 gravedades con 4°C en 45 minutos.

» Se coloco las bolsas de didlisis para que se hidraten y después las

enjuagamos en agua desionizada.

» Transcurridos los 45 minutos, se retird los tubos de la centrifuga y se

recupero el sobrenadante.

» Se coloco en las bolsas de dialisis con aire dentro de ellas y las cerramos

con pinzas.

» Se introdujo las bolsas en una cubeta con agua desionizada, la cual estaba
con una bomba para mantener el agua circulando, las bolsas estaban
flotando.
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» Lacubeta se dejo en el cuarto frio cubierta de papel aluminio, para evitar que

las superficies de las bolsas de dialisis se resequen.

» El agua desionizada de la cubeta se cambi6 cada 2 6 3 horas evaluando el
color del contenido que paso de turbio a traslucido lo que indicé que se ha

eliminado el sulfato de amonio, (aprox dos dias).
» Se recupero el contenido de las bolsas de dialisis.

> Se centrifugd a 13000 rpm a 1000 gravedades con 4°C en 45 minutos.3?

COLECCION DE SEMEN

> Para la recoleccion del semen fue necesario la presencia de una yegua en

celo.
» Las yeguas fueron debidamente aseguradas por medio de trabones.

> Una vez que el equipamiento para evaluacibn macroscépica, manipulacion
del semen (bafio Maria, platina térmica), la yegua en celo y la vagina artificial
montada estuvieron preparados, el reproductor fue conducido al lugar de la

recoleccion que en este caso es al aire libre.

» Cuando el semental salto, el operador con la vagina artificial se aproximé,
tomando el pene y desviandolo con la mano.

» Para la desviacion fue importante dirigir la mano sobre el pene y desviarlo
ligeramente, sin fijarlo, porque se podrian interrumpir los reflejos de la
copula; ademas, la valvula de la vagina artificial fue removida y se retir6 una

parte del agua.

» La valvula se volvié a poner nuevamente y fue mantenida abierta, de esta

forma se obtuvo el eyaculado en el tubo colector.*°
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EVALUACION MACROSCOPICA DEL SEMEN

Aspecto y coloracién del semen

» Después de la separacion del gel el aspecto del semen fue evaluado,

teniendo en cuenta como base su coloracidn y consistencia.

» La coloracion del semen varia de gris cenizo a blanco y la consistencia varia

de acuoso a lechoso.

> El aspecto del semen da una idea de la concentracion espermatica. Cuanto

mas blanco lechoso, mayor es su concentracion.'?

pH del semen

» Unavez evaluado el aspecto se procedio6 a realizar la medicion de los valores
de pH.

> La medicion en este caso se llevo a cabo con cintas indicadoras de pH, para
esto, se introdujo la cinta indicadora de pH, dentro del semen fresco hasta

que la cinta quedé completamente humedecida.

» Se comparo el color que tomo la cinta, con los colores encontrados en la
tabla que indican los valores de pH. El pH se determind inmediatamente
después de la recoleccion por que el reposo genera la formacion de acido

lactico. 12

EVALUACION MICROSCOPICA DEL SEMEN

Motilidad:

> En cuanto al examen microscoépico de la muestra, el primer parametro que

se evalu6 fue la motilidad.

» Dicho parametro se determind inmediatamente después de la coleccion

debido a que la demora disminuye la motilidad espermatica.
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» La motilidad espermatica progresiva fue estimada mediante el método

visual, subjetivo.

» Para la motilidad se colocaron 2 pequefias gotas de semen puro
homogeneizado sobre una ldmina portaobjetos limpia y recalentada en

platina térmica.
» Se cubrié con lamina cubreobjetos.

> La motilidad se determiné con un aumento de 100X, observando varios

campos de cada gota.
> Se expreso el resultado en porcentaje. 2

» EI movimiento de los espermatozoides es Reotactico. El espermatozoide
adquiere una velocidad del movimiento de progresion en promedio 6ptimo

de 5 mm por minuto en €l equino.®

Cuadro N° 4: Valores de motilidad del espermatozoide. *?

MOTILIDAD PROGRESIVA | PORCENTAJE
Muy bueno 80-100%
Bueno 60-79%
Regular 40-59%

Malo <40%.

Concentracion:

» La concentracion se determindé mediante la solucion 2,5 ml de solucién salina
formolada y 50 pl de semen. La lectura se realiz6 mediante la camara de
Burker. 2 Para realizar la lectura nos guiamos de la hoja POE (anexo) que

es de igual forma para semen fresco y descongelado.
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Viabilidad:

» La viabilidad se determindé mediante 5ul de semen y 5 pl de solucién de Eosina
Nigrosina sobre un portaobjetos precalentado a 37°C y luego de 15 a 20 seg.,

realizar el frotis. 12

EVALUACION FUNCIONAL

» Se coloco en un tubo de ensayo 125 p de solucién de HOST a 37°Cy 12,5u

de semen.
Se incubd a 37°C durante 10 minutos.
Se detlvo la reaccion agregando 25 u de solucion de HOST Formol.

Se coloco entre porta y cubreobjetos 5 u de la muestra.

YV VWV VvV V

Se observé con microoscopio de contraste de fase a 400 aumentos.*!

CONGELACION DE PAJUELAS

» Centrifugar a 2250 rpm el tubo falcon que contienen el semen con el Dilutor

de transporte durante 12 minutos.

> Se retir0 el sobrenadante y se agrego el Butocrio que fue descongelado 12

horas antes.
> Se realiz6 la evaluacién microscopica
» Rotulado de pajillas
» Empajillar:

v' Se retiré la camara de aire
v' Se sell6 con alcohol polivinilico.

v Luego se sellé con agua
» Estabilizacion en refrigeracion por 20 minutos hasta 5 °C.

> Se preparo de la caja de tecnopor con marcado de la altura para el nitrdgeno
liquido 4 cc y la altura de la rampa de pajillas.
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» Se ordeno las pajillas en la rampa de congelacion
> Humeo en nitrégeno liquido por 12- 18 minutos.?®

> Se retird las pajillas de la parrilla y se coloc6é en contacto directo con el
nitrégeno liquido.

» Se saco las pajillas con pinza colocandolas en globers para conservarlas en

el tanque con nitrogeno liquido a -196°C.

EVALUACION SEMINAL POS CRIOPRESERVACION

» Se preparo del bafio maria a 37 °C

» Se descongelo por 30 segundos

> Se saco la pajilla y volteamos para cortar debajo de burbuja de aire
» Corte de la pajilla

» Se evalud microscopicamente: motilidad, concentracion, morfologia
> Funcionalmente: pruebas hiposmotica y tincién no fluorescente?®

» Evaluacion se realizé de acuerdo a los POE’S establecidos.#!

b.- Recopilacion de la informacion

» En el campo

Se obtuvo la muestra de semen mediante vagina artificial en caballos

peruano de paso.

> En el laboratorio

Se realizé la evaluacion macroscopica, microscépica y funcional de las

muestras de semen colectadas en campo. (POE).
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» En la biblioteca

Revision bibliogréafica de libros, tratados y revistas del tema en mencion

» En otros ambientes generadores de lainformacion cientifica

Se consultdé con expertos en el tema, revision de paginas web, revistas

indexadas y otros.

3.2.3.- Variables de respuesta

Cuadro N° 5: Operalizacion de Variables

VARIABLES INDICADOR SUBINDICADOR
e Color, aspecto
o e Olor.
e Macroscopico e Volumen.
Semen fresco g Ph. —
INDEPENDIENTE de equino e Motilidad
e Microscopico $A viabilidad .
e Concentracion
e Morfologia
e Funcional e HOST
W= e Motilidad
criopreservado 3 \élab'“dad L
con yema de . oncentr,amon
Calidad de huevo * Morfologia
DEPENDIENTE semen » Funcionabilidad
criopreservado A e Motilidad
cr(ia(;n?gserva i e Concentracion
% oanDL e Morfologia
¢ Funcionabilidad
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1.- Cuadros de resultados

En el cuadro N° 6, se muestra la comparaciéon de los crioprotectores no
penetrantes conjunto con los datos obtenidos de la evaluacion del semen
criopreservado de 0 horas.

Cuadro N° 6: Motilidad espermatica usando LDL y yema de huevo a

las O horas

Crioprotectores

Motilidad Ohrs Yema de
LDL
huevo
Media 48.95 27.5
Desviacion
3.720 8.243
estandar
Minimo 40 10
Maximo 55 42
N 20 20
t=10.60 P<0.05

En la cuadro N°6 se observa el resultado de 48.95 % de motilidad con el
crioprotector de proteina de baja densidad de yema de huevo de gallina (LDL) a las
0 horas versus a 27.5% de motilidad con el crioprotector de yema de huevo de
gallina a las 0 horas. Porcentualmente se visualiza una mayor motilidad con el
crioprotector de proteina de baja densidad de yema de huevo de gallina (LDL), lo
que afirma que dicho crioprotector (LDL) contribuye a mantener mayor motilidad
espermatica.

Segun la t de student, muestra que la motilidad espermatica a la 0 horas con
los crioprotectores LDL y la yema de huevo presento diferencias estadisticas
significativas (P<0.05).
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Los datos del Cuadro N° 6 se ven expresados en el grafico N° 1, la cual
muestra comparacion de las de los crioprotectores no penetrantes conjunto con el
porcentaje de motilidad espermatica obtenidos de la evaluacion del semen

criopreservado.

Grafico N° 1:
Motilidad espermatica usando LDL y yema de huevo a las 0 horas
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En el grafico N° 1, se muestra que la motilidad espermatica con el
crioprotector LDL fue de 48.95% y con la yema de huevo fue de 27.5%.

La motilidad del semen presenta una correlacion escasa con la fertilidad, tanto
con el empleo de semen fresco como descongelado.*? Nuestro resultado obtenido
de la muestra con LDL, comparando con el de Squieres (2004) que utilizo como
diluyente la metilformamida, quien obtuvo una motilidad de 38% a las O horas, el
resultado de Restrepo (2014) en la motilidad fue de 42.2% utilizando Gent® como
diluyente para criopreservacion, el cual contiene entre su composicion el glicerol.
Nuestros resultados fueron mayores probablemente por el aislamiento de (LDL) de
la yema de huevo de gallina, ya que las LDL estan libres de patégenos a
comparacion de la yema de huevo.
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En el cuadro N° 7, se muestra la comparaciéon de los crioprotectores no
penetrantes conjunto con los datos obtenidos de la evaluaciéon de motilidad

espermética del semen criopreservado a los 20 minutos.

Cuadro N° 7: Motilidad espermatica usando LDL y yema de huevo a

los 20 minutos

Grupo
Motilidad 20 min Yema de
LDL
huevo
Media 38.2 19.3
Desviacion
5.247 6.122
estandar
Minimo 30 10
Maximo 45 30
N 20 20
t=10.48 P<0.05

En el cuadroN°7 se observa el resultado de 38.2% de motilidad con el
crioprotector de proteina de baja densidad de yema de huevo de gallina a los 20
minutos versus a 19.3% de motilidad con el crioprotector de yema de huevo entera

a los 20 minutos.

Segun la t de student, muestra que la motilidad espermatica a la 2 horas con
los crioprotectores LDL y la yema de huevo presento diferencias estadisticas
significativas (P<0.05).

Los datos del Cuadro N° 7 se ven expresados en el grafico N° 2, la cual
muestra comparacion de las de los crioprotectores no penetrantes conjunto con el
porcentaje de motilidad espermatica obtenidos de la evaluacion del semen

criopreservado a los 20 minutos.
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Gréafico N° 2: Motilidad espermética usando LDL y yema de huevo a los 20
minutos
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Asimismo se muestra que la motilidad espermatica con el crioprotector LDL
fue de 38.2% y con la yema de huevo fue de 19.3%.

Comparando nuestro resultado de LDL con el de Squieres (2004), 42 que
utilizo como diluyente el etilenglicol obtuvo una motilidad de 35% a los 20 minutos.
Nuestros resultados son mayores, pero sin mostrar mucha diferencia entre ambos
resultados, probablemente porque los espermatozoides de equino son muy
sensibles a la temperatura y después de ser descongelados con el transcurso del
tiempo la motilidad es cada vez menos. Se podria decir que en esta variable, los
crioprotectores no influyen tanto como el tiempo después de descongelar las
pajillas a evaluar.
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En el cuadro N° 8, se muestra la comparacion de los crioprotectores no
penetrantes conjunto con los datos obtenidos de la evaluacion de motilidad

progresiva del semen criopreservado.

Cuadro N°. 8: Motilidad espermatica progresiva usando LDL y yema

de huevo
Grupo
Motilidad
) Yema de
progresiva LDL
huevo
Media 38.35 215
Desviacion
) 3.543 5.862
estandar
Minimo 29 10
Méaximo 45 37
N 20 20
t=11 P<0.05

En el cuadro N°8 se observa el resultado de 38.35% de motilidad
progresiva con el crioprotector de proteina de baja densidad de yema de huevo de
gallina versus a 21.5% de motilidad progresiva con el crioprotector de yema de

huevo entera.

Porcentualmente se visualiza una mayor motilidad progresiva con el
crioprotector de proteina de baja densidad de yema de huevo de gallina, lo que
afirma que dicho crioprotector (LDL) mantiene una mejor motilidad espermatica
progresiva a comparacion del crioprotector de yema de huevo.

Segun la t de student muestra que la motilidad espermética progresiva con
los crioprotectores LDL y la yema de huevo presento diferencias estadisticas
significativas (P<0.05).

Los datos del Cuadro N° 8 se ven expresados en el grafico N° 3, la cual

muestra comparacion de las de los crioprotectores no penetrantes conjunto con el
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porcentaje de motilidad espermatica progresiva obtenidos de la evaluacion del

semen criopreservado.

Gréfico N° 3: Motilidad espermatica progresiva usando LDL y yema de
huevo
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Asimismo se muestra que la motilidad espermatica progresiva con el

crioprotector LDL fue 38.35% y con la yema de huevo fue de 21.5%

Comparando nuestro resultado que obtuvimos con LDL con el de Squieres
(2004)*? que utilizé como diluyente el Dimetilformamida con yema de huevo obtuvo
una motilidad progresiva de 24%. Por otro lado, Restrepo y col. (2014)3* obtuvo
una motilidad progresiva de 23.6% con el dilutor que contenia glicerol. Nuestro
resultado es mayor, probablemente a que las LDL es un crioprotector no penetrante
en cambio las utilizadas por los autores mencionados son penetrantes, lo que da

lugar a una mayor probabilidad de dafio celular.
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En el cuadro N° 9, se muestra la comparacion de los crioprotectores no
penetrantes conjunto con los datos obtenidos de la evaluacién de espermatozoides

vivos del semen criopreservado.

Cuadro N°. 9: Espermatozoides vivos usando LDL y yema de huevo

E ) i Grupo
Vi\s/gzrma ozoides Yema de
LDL huevo
Media 45.9 31.7
Desviacion
] 8.783 10.916
estandar
Minimo 30 15
Maximo 62 58
N 20 20
t=4.53 P<0.05

En el cuadro N°9 se observa el resultado de 45,9% de espermatozoides
vivos con el crioprotector de proteina de baja densidad de yema de huevo de gallina
versus a 31,70% de espermatozoides vivos con el crioprotector de yema de huevo
entera. Porcentualmente se visualiza un mayor numero de espermatozoides vivos

con el crioprotector de proteina de baja densidad de yema de huevo de gallina.

Segun la t de student, muestra que el promedio de espermatozoides vivos
con los crioprotectores LDL y la yema de huevo presento diferencias estadisticas
significativas (P<0.05).

Los datos del Cuadro N° 9 se ven expresados en el grafico N° 4, la cual
muestra comparacion de las de los crioprotectores no penetrantes conjunto con los
datos de espermatozoides vivos obtenidos de la evaluacion del semen
criopreservado.
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Grafico N° 4: Espermatozoides vivos usando LDL y yema de huevo
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Asimismo se muestra que el promedio de espermatozoides vivos con el
crioprotector LDL fue de 45.90% y con la yema de huevo fue de 31.70%.

Es importante sefalar que, existe un alto grado de variabilidad en la calidad
del semen entre los machos e incluso entre los eyaculados de un mismo animal.!!
como también en resistir los procesos de congelacion-descongelacion, en términos

de supervivencia de los espermatozoides después de la descongelacién.*?

Comparando nuestros resultados con LDL con Squieres (2004) ,*? quien
obtuvo una vitalidad de 33% con dimetilformamida. Restrepo y col (2014) 34
obtuvieron con el dilutor de Glicerol una viabilidad de 53.8%.Nuestro resultado es
mayor que el de Squieres (2004) y menor que de Restrepo y col. (2014)
probablemente a que el (LDL) esta libre de lipoproteinas de alta densidad el cual
reduce la viabilidad de los espermatozoides.'® 3 También se pueden considerar
factores como el manejo de la muestra a evaluar después de descongelado, la
temperatura, y la tincion utilizada.
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En el cuadro N° 10, se muestra la comparacion de los crioprotectores no
penetrantes conjunto con los datos obtenidos de la evaluacion de espermatozoides

con membrana funcional del semen criopreservado.

Cuadro N°. 10: Espermatozoides con membrana funcional usando

LDL y yema de huevo

Espermatozoides Grupo
lcon membrana Yema de
Funcional LDL huevo
Media 59.3 41.6
Desviacion
] 12.819 12.617
estandar
Minimo 40 22
Maximo 84 70
N 20 20
t=4.40 P<0.05

En el cuadro N°10 se observa el resultado de 59,30% de espermatozoides
con membrana funcional con el crioprotector de proteina de baja densidad de yema
de huevo de gallina versus a un 41,60% de espermatozoides con membrana
funcional con el crioprotector de yema de huevo entera. Porcentualmente se
visualiza un mayor niumero de espermatozoides con membrana funcional con el

crioprotector de proteina de baja densidad de yema de huevo de gallina.

Segun la t de student, muestra que el promedio de espermatozoides con
membrana funcional con los crioprotectores LDL y la yema de huevo presento
diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

Los datos del Cuadro N° 10 se ven expresados en el grafico N° 5, la cual
muestra comparacion de las de los crioprotectores no penetrantes conjunto con los
datos de espermatozoides con membrana funcional obtenidos de la evaluacion del

semen criopreservado.
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Grafico N° 5: Espermatozoides con membrana funcional usando LDL y yema
de huevo
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Asimismo se muestra que el promedio de espermatozoides con membrana
funcional con el crioprotector LDL fue de 59,30% y con la yema de huevo fue de
41,60%

Los espermatozoides equinos sufren mayor sobrecarga osmotica en

soluciones de 50 a 100 mOsmol. 12

Es importante sefalar que, existe un alto grado de variabilidad en la calidad

del semen entre los machos e incluso entre los eyaculados de un mismo animal.??
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En el cuadro N° 11, se muestra la comparacion de los crioprotectores no
penetrantes conjunto con los datos obtenidos de la evaluacion de espermatozoides

con anormalidades en acrosoma del semen criopreservado.

Cuadro N°. 11: Espermatozoides con anormalidades en acrosoma

usando LDL y yema de huevo

Espermatozoide Grupo
con
anormalidades en Yema de
acrosoma LDL huevo
Media 0.55 1.05
Desviacioén
] 0.759 1.234
estandar
Minimo
Maximo
N 20 20
t=-1.54 P>0.05

En el cuadro N°11 se observa el resultado de 0.55% de espermatozoides
con anormalidades en acrosoma mediante el crioprotector de proteina de baja
densidad de yema de huevo de gallina versus a un 1.05% de espermatozoides con
anormalidades en acrosoma con el crioprotector de yema de huevo entera.
Porcentualmente se visualiza un mayor numero de espermatozoides con

anormalidades en acrosoma con el crioprotector de yema de huevo de gallina.

Segun la t de student, muestra que el promedio de espermatozoides con
anormalidades en acrosoma con los crioprotectores LDL y la yema de huevo no
presento diferencias estadisticas significativas (P>0.05).

Los datos del Cuadro N° 11 se ven expresados en el grafico N° 6, la cual
muestra comparacion de las de los crioprotectores no penetrantes conjunto con los
datos de espermatozoides con anormalidades en acrosoma obtenidos de la

evaluacion del semen criopreservado.
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Gréafico N° 6: Espermatozoides con anormalidades en acrosoma usando LDL
y yema de huevo
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Asimismo se muestra que el promedio de espermatozoides con
anormalidades en acrosoma con el crioprotector LDL fue 0.55% y con la yema de
huevo fue de 1.05%.
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En el cuadro N° 12, se muestra la comparacion de los crioprotectores no
penetrantes conjunto con los datos obtenidos de la evaluacion de espermatozoides

con anormalidades en cabeza del semen criopreservado.

Cuadro N°. 12: Espermatozoides con anormalidades en cabeza

usando LDL y yema de huevo

Espermatozoide Grupo
con
anormalidades en Yema de
|Icabeza LDL huevo
Media 0.5 0.95
Desviacioén
] 0.827 1.317
estandar
Minimo
Maximo
N 20 20
t=-1.29 P>0.05

En el cuadro N°12 se observa el resultado de 0.5% de espermatozoides
con anormalidades en cabeza mediante el crioprotector de proteina de baja
densidad de yema de huevo de gallina versus a un 0.95% de espermatozoides con
anormalidades en cabeza con el crioprotector de yema de huevo entera.
Numéricamente se visualiza un mayor numero de espermatozoides con
anormalidades en cabeza con el crioprotector de yema de huevo de gallina,
obteniendo un valor maximo de espermatozoides con anormalidades en cabeza en
un 3% con crioprotector de yema de huevo de gallina, lo que de cierta manera nos

indica que estos espermatozoides no podrian ser fértiles.
Segun la t de student, muestra que el promedio de espermatozoides con

anormalidades en cabeza con los crioprotectores LDL y la yema de huevo no

presento diferencias estadisticas significativas (P>0.05).
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Los datos del Cuadro N° 12 se ven expresados en el grafico N° 7, la cual
muestra comparacion de las de los crioprotectores no penetrantes conjunto con los
datos de espermatozoides con anormalidades en cabeza obtenidos de la

evaluacion del semen criopreservado.

Grafico N° 7: Espermatozoides con anormalidades en cabeza usando LDL y
yema de huevo
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Asimismo se muestra que el promedio de espermatozoides con
anormalidades en cabeza con el crioprotector LDL fue de 0.5% y con la yema de
huevo fue de 0.95%.
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En el cuadro N° 13, se muestra la comparacion de los crioprotectores no
penetrantes conjunto con los datos obtenidos de la evaluacién de espermatozoides

con anormalidades en cola del semen criopreservado.

Cuadro N°. 13: Espermatozoides con anormalidades en cola usando

LDL y yema de huevo

Espermatozoides Grupo
con
anormalidades en Yema de
|cola LDL huevo
Media 1.35 2,45
Desviacion
] 1.598 2,564
estandar
Minimo
Méaximo
N 20 20
t=-1.62 P>0.05

En el cuadro N°13 se observa el resultado de 1.35% de espermatozoides
con anormalidades en cola mediante el crioprotector de proteina de baja densidad
de yema de huevo de gallina versus a un 2.45% de espermatozoides con
anormalidades en cola con el crioprotector de yema de huevo entera.
Numéricamente se visualiza un mayor numero de espermatozoides con
anormalidades en cola con el crioprotector de yema de huevo de gallina,
obteniendo un valor maximo de espermatozoides con anormalidades en cola en un
8% con crioprotector de yema de huevo de gallina, o que de cierta manera nos
indica que estos espermatozoides no podrian ser fértiles.

Segun la t de student, muestra que el promedio de espermatozoides con
anormalidades en cola con los crioprotectores LDL y la yema de huevo no presento

diferencias estadisticas significativas (P>0.05).

Los datos del Cuadro N° 13 se ven expresados en el grafico N° 8, la cual

muestra comparacion de las de los crioprotectores no penetrantes conjunto con los
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datos de espermatozoides con anormalidades en cola obtenidos de la evaluacion

del semen criopreservado.

Grafico N° 8: Espermatozoides con anormalidades en cola usando LDL y
yema de huevo
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Asimismo se muestra que el promedio de espermatozoides con
anormalidades en cola con el crioprotector LDL fue de 1.35% y con la yema de
huevo fue de 2.45%.

Es importante sefalar que, existe un alto grado de variabilidad en la calidad
del semen entre los machos e incluso entre los eyaculados de un mismo animal.*!

Agrupando las anormalidades en acrosoma, anormalidades en cabeza y
cola se obtuvo una media de 2,4% de anormalidades, es decir 97.76% de
morfologia normal. Comparando nuestros resultados de morfologia obtenidos con
las LDL con el de Restrepo y col. (2014)3* quienes obtuvieron una morfologia
normal de 84.4%. En este resultado no influyen los tipos de crioprotectores, ya que
la morfologia no se modifica por el agregado de los crioprotectores.
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En el cuadro N° 14, se muestra la concentracion espermatica mediante los
crioprotectores no penetrantes.

Cuadro n°. 14: Concentracion espermatica progresiva mediante

crioprotectores no penetrantes ldl y yema de huevo

Grupo
Concentracion LDL Yema de huevo
Media 208000000,00| 190500000,00
Desviacién estandar 74875334,987 | 72654553,956
Minimo 100000000 110000000
Maximo 430000000 380000000
N 20 20
t=0.75 P>0.05

El cuadro N°. 14, segun la t de student (t=0.75) muestra que la concentracion espermatica
con los crioprotectores LDL y la yema de huevo no presento diferencias estadisticas
significativas (P>0.05).

Asimismo se muestra que la concentracion espermatica con el crioprotector LDL fue de
208000000,00 y con la yema de huevo fue de 1905000000,00.
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V. CONCLUSIONES

Primero Los parametros macroscopicos observados mediante las
variables de: volumen, color, aspecto y pH no mostraron
diferencia estadistica (p>0,05)

Segundo  Se aprecia mejor calidad seminal en pajillas criopreservadas
con lipoproteinas de baja densidad (LDL) frente a semen
criopreservado con yema de huevo de gallina, existiendo
diferencia estadistica (p<0,05), para las variables: Motilidad O
h, motilidad a los 20 min., motilidad progresiva, viabilidad y
membrana funcional. No observando diferencia significativa

para la variable morfologia (p>0,05)

Tercero Hay una mejora de la calidad seminal del semen
criopreservado con lipoproteinas de baja densidad frente a
semen criopreservado con yema de huevo entera de gallina,
esto por el aislamiento de la LDL de la yema entera.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Para mejorar la calidad de semen congelado en Caballo Peruano de Paso,
utilizar las lipoproteinas de baja densidad (LDL) como crio protector no
penetrante en el proceso de criopreservacion y asi mantener el material

genético por el tiempo deseado.

2. Existe poca tolerancia de los espermatozoides al enfriamiento, es por ello
gue se debe controlar adecuadamente la temperatura para congelamiento y
descongelacién de las pajillas del material genético no sometiéndolos a un

enfriamiento rapido.

3. Al momento de realizar la evaluacion microscopica de las pajillas
descongeladas se deben realizar con las cantidades indicadas para obtener
buenos resultados y con las diluciones a la misma temperatura de los

espermatozoides para no provocar un shock térmico.

4. Seguir con los estudios de aislamiento de lipoproteinas de baja densidad a
partir de yema de huevo de gallina, afianzando la técnica propuesta por
Gonzales R.*?, y asi lograr su uso masivo en la criopreservacion de gameto

masculino.
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Anexo N° 1:
Mapa de Ubicacion
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Figura N° 1:

Mapa en donde se ubica geogréaficamente el distrito de Sabandia, en la Region

Arequipa.

Alto Selva
Alegre
3an
& Cerro

fl
Colorado Miraflores

Mariano
Yanahuara Melgar

Arequipa 1
X Paucarpata ()
Sachaca @
José Luis /\\\_\
aya & Bustamante ‘< =
s y Rivero T e |
s |
N Jacobo Hunter l‘
0% Sabandia
[ \\
Socabaya /“ ‘\ R

|
< |
5 / Characato e o |

2

% Mollebaya

Fuente:

(https://Iwww.google.com/maps/place/Saband%C3%ADa/@-16.4542227 ,-
71.5372421,12z/data=!3m1!4b1!4m5!3m4!1s0x9143b4a654d92473:0x6543f676a8e7a0
c7'8m2!3d-16.4544375!4d-71.4655565).

Figura N°2:

Mapa en donde se ubica geograficamente Yumina, en el distrito de Sabandia
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Fuente: (https://www.google.com/maps/d/viewer?mid=1j8MBTJsS_WI6LQhIL-
0CPCdms&hl=en_US&II=-16.4510853864%2C-7&z=18)
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POE’S y Otros
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- PROCEDIMIENTO DE OPERACION ESTANDAR (POE)

E PREPARACION DE SOLUCION DE SULFATO DE AMONIO AL 100%

Nro.: L- 001
Fecha de Elaboracién: MAYO / 2017 Fecha Ultima Revision: /
(Mes) (Afio)
(Mes) (Afo)

DESCRIPCION DE LA TAREA

Lugar donde se realizara: Laboratorio de Biotecnologia

Numero de personas que participaron: [11 (Una) X 2 (Dos) (13 (Tres)
(1 4 (Cuatro)

Nivel de experiencia: Avanzado

Equipos y accesorios utilizados:

v' Agua desionizada v' vaso precipitado
v' Sulfato de amonio v/ Balanza de precision

Personal: Adecuado para la preparacion de esta solucion.

Otros equipos requeridos: Campana

PRODUCTO TERMINADO O RESULTADO
ESPERADO

Obtencion de solucion de sulfato de amonio al 100%.

ALCANCE DE ESTE POE

Es necesario obtener esta solucion para regular el Ph del proceso en la extraccion de lipoproteinas
de baja densidad (LDL) de la yema de huevo de gallina.
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HABILIDADES ESPECIFICAS, ENTRENAMIENTO, CERTIFICACIONES Y
PERMISO REQUERIDO

Para realizar la preparacion de esta solucién es necesario estar capacitado para no ocasionar
accidentes y poder obtener las soluciones en las cantidades adecuadas para que puedan ser
utilizadas.

PROTOCOLOS POE Nro. 001

Nro. Pasos y procedimientos comprendidos en esta tarea 0 proceso v

PREPARACION DE SOLUCION DE SULFATO DE AMONIO AL 100%.

Pesar en la balanza de precision 76 gr de sulfato de Amonio.

Extraer 100ml de agua desionizada.

Agregar el sulfato de amonio en el agua desionizada colocada en un vaso
precipitado.

Es necesario realizarlo en una campana.

Agregar poco a poco para evitar que se precipite.

gl W NP
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- - EXTRACCION DE LDL DE YEMA DE HUEVO DE GALLINA
E Nro.: L- 002
Blgcnh\&aﬂdilggdramon / Fecha Ultima Revision: /
(Mes) (Ano) (Mes) (Afio)

DESCRIPCION DE LA TAREA

Lugar donde se realizara: Laboratorio de Biotecnologia Animal F- 405

Numero de personas que participaron: [ 1 (Una) [J 2 (Dos) [ 3 (Tres)
1 4 (Cuatro)

Nivel de experiencia:

Equipos y accesorios utilizados:

v" Solucion Salina Fisiolégica al 0.17

Molar L . v hielo frappe
v Solucion de Sulfato de Amonio al 100% 7 e
v Agua desrizagg v bolsas de didlisis
v' Agua destilada v pinzas
v Hue\(os de gaiyg v' separador de yemas
v' Servitoallas v Probeld
v i ¥
v E?glaéfr'gn v Vaso precipitado

. v Agitador magnetico
v Pipetas pasteur v CentitieH
v potenciometro g
Personal:

Otros equipos requeridos:

PRODUCTO TERMINADO O RESULTADO
ESPERADO

Solucion de LDL de yema de huevo de gallina.
ALCANCE DE ESTE POE

Validacion de la técnica de obtencidn de proteinas de baja densidad de yema de huevo de gallina
como crioprotectores de semen de caballo peruano de paso, basado en procedimientos los cuales
nos guian al producto objetivo final.

HABILIDADES ESPECIFICAS, ENTRENAMIENTO, CERTIFICACIONES Y
PERMISO REQUERIDO

v" Habilidad para el manejo de los equipos a utilizar.
v' Habilidad y destreza para calcular las cantidades necesarias de soluciones a preparar para
la obtencion de LDL.
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PROTOCOLOS POE Nro. 002

Pasos y procedimientos comprendidos en esta tarea o0 proceso

Colocar un huevo en el separador de yema y retirar la clara.

Colocar en el extremo de una servitoalla haciéndolo rodar suavemente
para retirar los residuos de clara.

Clocar las yemas de los huevos en la probeta y medir la cantidad obtenida.

Realizar la dilucionl:1 con la dilucién fisiol6gica 0,17 Molar.

Segregar la cantidad restante de solucion salina fisiologica para recuperar
los residuos de yema que quedan en la probeta.

Colocar la dilucién en un vaso precipitado y colocar papel aluminio

\lCDU'I-wa\)I—‘a

Llevar al cuarto frio donde se homogenizara en el agitador magnético en
una hora

Llenar los tubos de la centrifuga con la misma cantidad de yema de huevo
y sellamos con parafilm.

Centrifugar a 13000 rpm a 1000 gravedades con 4°C en 45 minutos.

10

Retirar los tubos de la centrifuga y colocar en hielo frappe.

11

Recuperar el sobrenadante en un vaso de precipitado y colocar en el
agitador magnético en el cuarto frio por 15 minutos.

12

Centrifugar el sobrenadante a 13000 rpm a 1000 gravedades con 4°C en
45 minutos

13

Recuperar el sobrenadante en un vaso de precipitado sellar con papel
aluminio y colocar en el agitador magnético en una cama de hielo frappe.

14

Calibrar el potencibmetro con agua desionizada y secatr.

15

Introducir el potenciometro en el sobrenadante y se ajusta el pH a 8.7 con
hidréxido de Sodio.

16

Realizar una dilucion 1:1 con el Sulfato de Amonio para obtener una
solucion Sulfurada de amonio al 50%.

17

El sulfato de amonio se debe agregar lentamente con ayuda de una
venoclisis y el pH se debera mantener a 8,7 agregando hidréxido de sodio.

18

Llevar la dilucion al cuarto frio y se homogeniza durante una hora.

19

Centrifugar a 13000 rpm a 1000 gravedades con 4°C en 45 minutos.

20

Colocar las bolsas de didlisis para que se hidraten y después enjuagarlas
en agua desionizada.

21

Transcurridos los 45 minutos, se extrae los tubos de la centrifuga y se
recupera el sobrenadante.

22

Colocar en las bolsas de dialisis con aire dentro de ellas y cerrarlas con
pinzas.

23

Introducir las bolsas en una cubeta con agua desionizada, la cual debera
estar con una bomba para mantener el agua circulando, las bolsas deben
estar flotando.

24

La cubeta se dejara en el cuarto frio cubierta de papel aluminio, para evitar
gue las superficies de las bolsas de dialisis se resequen.

25

El agua desionizada de la cubeta se debe cambiar cada 2 o 3 horas
evaluando el color del contenido que debe pasar de turbio a traslucido lo
gue indica que se ha eliminado el sulfato de amonio, (aproximadamente
dos dias).

26

Recuperar el contenido de las bolsas de didlisis.

27

Centrifugar a 13000 rpm a 1000 gravedades con 4°C en 45 minutos.

28

Ya obtenido el producto final, se debe conservar en el cuarto frio a una
temperatura de 4°C.
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ANALISIS DE PAJILLAS DE SEMEN CRIOPRESERVADO
DE INVESTIGACION Nro.: L-003
Fecha de Elaboracion: Marzo / 2017 Fecha Ultima Revision: /

(Mes) (Ano)
DESCRIPCION DE LA TAREA

Lugar donde se realizara: Laboratorio de Biotecnologia Animal F-405

Numero de personas que participaron: X 1 (Una) [J 2 (Dos) [ 3 (Tres)
1 4 (Cuatro)

Nivel de experiencia: Avanzado en el protocolo para evaluar la calidad de muestra de semen
criopreservado (pajilla) en Bovinos

Equipos y accesorios utilizados:

v" Solucién salina formolada v Platina térmica

v" Solucién formol salino bufferada v/ Camara de Nuebauer

v Eosina - Nigrosina v Porta y cubre objetos

v Coloracion Giemsa v' Microscopio de contraste de fase con
v Rosa de Bengala al 3% platina térmica

v Soluciéon HOS v Microscopio trinocular

v Solucion HOS Formol v/ Camara digital

Personal: De laboratorio encargado de la evaluacion de semen criopreservado.

Otros equipos requeridos: Termo de nitrégeno liquido para almacenamiento de semen a -
196°C, equipo de descongelar semen POE L-001.

PRODUCTO TERMINADO O RESULTADO
ESPERADO

Informe de Calidad seminal con el uso de las técnicas validadas de evaluacion y andlisis de semen
criopreservado.

ALCANCE DE ESTE POE

Validacién de las técnicas de rutina para la determinar la calidad seminal y funcional de semen
criopreservado a partir de las técnicas de: volumen, concentracion espermatica, motilidad total y
progresiva, Numero de espermatozoides por dosis, Numero de espermatozoides motiles
progresivos por dosis, porcentaje de espermatozoides vivos, porcentaje de espermatozoides con
acrosoma intacto, mediante tincion Giemsa, porcentaje de espermatozoides con membrana
funcional, anormalidades morfolégicas (tincion de Rosa de Bengala), porcentaje de
espermatozoides con anormalidades de cabeza y anormalidades de cola.

HABILIDADES ESPECIFICAS, ENTRENAMIENTO, CERTIFICACIONES Y
PERMISO REQUERIDO

Habilidad y destreza en descongelamiento de pajillas de semen congelado

Habilidad para el manejo de tanques de nitrégeno liquido para el almacenamiento de semen
Entrenamiento y habilidades en el analisis de laboratorio con técnicas de rutina para determinar
calidad seminal y funcional.

AN
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PROTOCOLOS POE Nro. L-003

CONCENTRACION ESPERMATICA

La concentracion de una pajuela de 0,25ml 6 0,5ml varia de 20 — 30millones de espermatozoides
totales por pajuela. De los cuales al descongelado deben existir un minimo de 10 millones de
células motiles por pajuela.

1 | Realizar una dilucién 1:50 (2,5 ml de solucion salina formolada y 50 pl semen)

2 | Cargar la camara de Burker. Dejar decantar 2-3 minutos
Contar los espermatozoides de 40 cuadrados:
Contar a partir del margen superior izquierdo y desplazarse hacia la derecha, al
final de hilera pasar a la inferior desplazandose hacia la izquierda.

Foérmula:

N° epz./ml=n° x 1:100x 4000 x 100 / 40

El recuento celular sigue siendo el método de referencia.

MOTILIDAD ESPERMATICA

El porcentaje de motilidad progresiva y el vigor seran determinados inmediatamente después de
descongelado el semen y luego de 2 horas de incubacion.

1 Colocar una gota (15ul) de semen entre porta y cubre (20 x 20 mm) atemperados
en platina térmica a 37 °C
Evaluar la movilidad total con objetivo de 10x y 20x, contraste de fase y platina
2 | térmica del microscopio atemperada a 37 °C. La evaluacion se realiza de manera
subjetiva
Evaluar la movilidad progresiva con objetivo de 10x y 20X y platina térmica del
microscopio atemperada a 37°C. La evaluacion se realiza de manera subjetiva

TECNICAS DE COLORACION VITAL

Se contaréa un total de 100 espermatozoides indicando el nimero de espermatozoides blancos o
sin colorante (vivos) respecto de los que se observan coloreados o rojos (muertos). El fondo del
preparado se observara grisaceo o negruzco haciendo contrastar a los espermatozoides.
Tincion con Eosina-Nigrosina (Tamuli et al., 1988)

1 Colocar 5pl de semeny 5 pl de solucién de Eosina Nigrosina sobre un portaobjetos
precalentado a 37°C y luego de 15 a 20 seg., realizar el frotis.
> Secar y observar con microscopio de campo claro y objetivo de inmersion.
Recuento minimo: 200 espermatozoides por frotis.
Tincion con Eosina

1 Colocar sobre un portaobjetos precalentado a 37°C una gota de semen y una gota
de eosina.
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2 | Homogenizar y a los 15-20 segundos extender.
3 | Secar y observar con objetivo de inmersién.
4 | Recuento minimo: 200 espermatozoides por frotis.

TEST DE ENDOSMOSIS (HOS)
Los espermatozoides con cola enrollada totalmente, parcialmente, o simplemente acodada se
consideraron vivos (reaccionados) y el resultado final se expresara porcentualmente. En cada
muestra seminal debe observarse un minimo de 40% de reaccionados para considerarla
adecuada.
Colocar en un tubo de ensayo 125 ul de soluciéon HOS a 37°C y 12.5 pl de semen.
Incubar a 37°C durante 10 minutos.
Detener la reaccién agregando 25 pl de Solucién HOS Formol.
Colocar entre porta y cubreobjetos 5 pl de la muestra.
Observar con microscopio de contraste de fase a 400 aumentos.
Realizar el conteo de 100 celulas.

OO WINEF

MORFOLOGIA E INTEGRIDAD ACROSOMICA

El resultado final se expresarda en porcentaje e indica la proporcion de malformaciones
aceptandose no mas del 25%. De los espermatozoides con malformaciones un maximo de 8%
de anormalidades deberan ser de cabeza y un 17% de anormalidades de cola.
Tincion con Rosa de Bengala

1 Realizar frotis sobre portaobjetos atemperado a 37 °C con una alicuota de 5 pl de
semen y 5 pl de solucion acuosa de Rosa de Bengala al 3% (m/v) atemperado
2 | Dejar secar a temperatura ambiente durante 20 minutos.
3 | Observar con objetivo de inmersion
4 | Realizar el conteo de 400 celulas.
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FICHA DE CAMPO Y LABORATORIO
FICHA DE EVALUACION ESPERMATICA

-- “EVALUACION DE CRIOPROTECTORES NO PENETRANTES:
m PROTEINAS DE BAJA DENSIDAD (LDL) Y YEMA DE HUEVO DE
T — GALLINA EN CALIDAD DE SEMEN REFRIGERADO Y

DE INVESTIGACION CONGELADO DE CABALLOS PERUANO DE PASO”

| DATOS DEL SOLICITANTE |

Fecha:

Nombre y apellido del propietario:

Establecimiento:

| EXTRACCION DE SEMEN

Identificacion del animal:

Nombre del animal:

Método de extraccion: Vagina Atrtificial

EVALUACION DE SEMEN FRESCO
| EXAMEN MACROSCOPICO

Volumen:

Color:

Olor:

Aspecto:

Ph:
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| EXAMEN MICROSCOPICO |

Concentracion:

Motilidad total:

Motilidad progresiva:

Espermatozoides vivos:

Morfologia (tincién Rosa de
Bengala):

| FUNCIONALIDAD

Espermatozoides con membrana funcional:

Espermatozoides con acrosoma intacto:

VALUACION DE SEMEN CRIOPRESERVADO

Datos de la pajilla:

EXAMEN MICROSCOPICO |

MUESTRA N°1 MUESTRA N°2
(LDL) (Yema de huevo)

Motilidad (%): 0 hras.

20 min.

Motilidad progresiva (%):

Concentracién (ml):

Espermatozoides vivos (%):

(Conteo de 200 células)
Espermatozoides con membrana funcional (%):
(Conteo de 100 células)
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Morfologia: espermatozoides con anormalidades:
(Conteo de 400 células)

e Espermatozoides con anormalidades

En acrosoma (max. 5%):

e Espermatozoides con anormalidades

En cabeza (max. 10%):

Espermatozoides con anormalidades

en cola (max 17%):
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Anexo N° 3:
Matriz y Sistematizacion
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Cuadros de ejemplares seleccionados donde se ubica la evaluacién se semen
fresco para ser posteriormente criopreservado

Cuadro N° 15: Datos de coleccidon y evaluacion de semen fresco de

padrillo 1
Fecha 27/05/2017
Numero 1
Identificacion P1
Volumen 39ml
Color, aspecto Blanco lechoso
Ph 7,5
Motilidad total 73%
Motilidad progresiva 31%
Concentracion 270000000ezp/ml
Espermatozmdes 71%
Vivos
Morfologia 51%
Ezp. con membrana 48%
funcional
Ezp. con acrosoma 0
intacto 51%

Cuadro N° 16: Datos de colecciéon y evaluacion de semen fresco de

padrillo 2
Fecha 11/06/17
NUumero 2
Identificacion P2
Volumen 42ml
Color, aspecto Blanco lechoso
Ph 7,4
Motilidad total 60%
Motilidad o
progresiva 32%
Concentracion | 310000000ezp/ml
Espermatozondes 69%
Vivos
Morfologia 50%
Ezp. con
membrana 47%
funcional
Ezp. con 49%

acrosoma intacto
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Cuadro N° 17: Datos de coleccién y evaluacion de semen fresco de

padrillo 3
Fecha 21/06/17
Numero 3
Identificacion P3
Volumen 45ml
Color, aspecto Blanco lechoso
Ph 7,5
Motilidad total 65%
Motllldz_atd 31%
progresiva
Concentracion | 230000000ezp/ml
Esperm_atozmdes 67%
Vivos
Morfologia 41%
Ezp. con
membrana 38%
funcional
Ezp. con 40%

acrosoma intacto

Cuadro N° 18: Datos de coleccion y evaluacion de semen fresco de

padrillo 4
Fecha 09/08/17
NUumero 4
Identificacion P4
Volumen 40ml
Color, aspecto Blanco lechoso
Motilidad total 70%
Motilidad o
progresiva 32%
Concentracion | 270000000ezp/ml
Espermatozondes 68%
Vivos
Morfologia 41%
Ezp. con
membrana 51%
funcional
Ezp. con 49%

acrosoma intacto
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Anexo N° 4:
Cuadro de Resultados
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EVALUACION DE SEMEN CRIOPRESERVADO

Evaluacién de las pajillas criopreservadas con lipoproteina de baja densidad (LDL)

Cuadro N° 19: Datos de evaluacidén de semen criopreservado con
(LDL) del padrillo N° 1

Identificacién de caballo P1

Identificacion de pajilla P1R1 P1R2 P1 R3 P1R4 P1R5
Motilidad a las O hrs. 51% 49% 48% 40% 45%
Motilidad a los 20 min. 44% 35% 45% 30% 32%
Motilidad progresiva 45% %37 41% 38% 29%

Concentracion 18000000 | 27000000 | 23000000 | 22000000 | 11000000
Espermatozoides vivos 55% 41% 48% 61% 62%
Ezp. Con membrana funcional 61% 51% 47% 57% 56%
Ezp. Con anormalidades en 0% 1% 0% 1% 0%
acrosoma
Ezp. Con anormalidades en 1% 0% 2% 0% 1%
cabeza

Ezp. Con anormalidades en cola 5% 3% 2% 2% 0%

Cuadro N° 20: Datos de evaluacion de semen criopreservado con
(LDL) del padrillo N° 2

Identificacion de caballo P2

Identificacion de pajilla P2 R1 P2 R2 P2 R3 P2 R4 P2 R5
Motilidad a las O hrs. 55% 45% 49% 53% 55%
Motilidad a los 20 min. 32% 38% 36% 45% 35%
Motilidad progresiva 38% 41% 38% 40% 35%

Concentracion 10000000 | 1900000 | 18000000 | 31000000 | 43000000
Espermatozoides vivos 41% 48% 47% 61% 42%
Ezp. Con membrana funcional 53% 52% 48% 55% 52%
Ezp. Con anormalidades en 1% 1% 0% 0% 20
acrosoma
Ezp. Con anormalidades en 3% 0% 0% 1% 0%
cabeza

Ezp. Con anormalidades en cola 0% 0% 3% 0% 2%
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Cuadro N° 21: Datos de evaluacion de semen criopreservado con
(LDL) del padrillo N° 3

Identificacién de caballo P3
Identificacion de pajilla P3 R1 P3 R2 P3 R3 P3 R4 P3 R5
Motilidad a las O hrs. 49% 45% 50% 48% 49%
Motilidad a los 20 min. 35 % 38% 36% 45% 30%
Motilidad progresiva 38% 40% 45% 39% 35%
Concentracion 19000000 | 18000000 | 28000000 | 25000000 | 15000000
Espermatozoides vivos 41% 49% 43% 40% 44%
Ezp. Con membrana funcional 84% 52% 60% 46% 40%
Ezp. Con anormalidades en 1% 0% 204 0% 0%
acrosoma
Ezp. Con anormalidades en 0% 1% 0% 0% 0%
cabeza
Ezp. Con anormalidades en cola 0% 0% 0% 1% 0%

Cuadro N° 22: Datos de evaluacioén de semen criopreservado con
(LDL) del padrillo N° 4

Identificacién de caballo P4
Identificacion de pajilla P4 R1 P4 R2 P4 R3 P4 R4 P4 R5
Motilidad a las 0O hrs. 45% 53% 50% 52% 47%
Motilidad a los 20 min. 45% 38% 45% 40% 40%
Motilidad progresiva 39% 37% 40% 35% 37%
Concentracion 18000000 | 18000000 | 22000000 | 17000000 | 14000000
Espermatozoides vivos 44% 30% 44% 30% 47%
Ezp. Con membrana funcional 71% 82% 82% 64% 73%
Ezp. Con anormalidades en 0% 0% 0% 204 0%
acrosoma
Ezp. Con anormalidades en 0% 0% 0% 0% 1%
cabeza
Ezp. Con anormalidades en cola 0% 3% 0% 2% 4%
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Evaluacion de las pajillas criopreservadas con yema de huevo de gallina

Cuadro N° 23: Datos de evaluacidon de semen criopreservado con

yema de huevo de gallina del padrillo N° 1

Identificacién de caballo P1

Identificacion de pajilla P1R1 P1R2 P1 R3 P1 R4 P1R5
Motilidad a las O hrs. 30 20% 38% 30% 10%
Motilidad a los 20 min. 15 18% 10% 26% 15%
Motilidad progresiva 25 16% 26% 21% 10%

Concentracion 13000000 | 23000000 | 18000000 | 12000000 | 12000000
Espermatozoides vivos 30 34% 31% 45% 30%
Ezp. Con membrana funcional 40 45% 41% 41% 39%
Ezp. Con anormalidades en 0 0% 3% 0% 204
acrosoma
Ezp. Con anormalidades en 0% 0% 3% 0%
cabeza

Ezp. Con anormalidades en cola 1% 3% 5% 0%

Cuadro N° 24: Datos de evaluacion de semen criopreservado con

yema de huevo de gallina del padrillo N° 2

Identificacién de caballo P2

Identificacion de pajilla P2 R1 P2 R2 P2 R3 P2 R4 P2 R5
Motilidad a las O hrs. 37% 35% 20% 35% 20%
Motilidad a los 20 min. 18% 26% 25% 10% 16%
Motilidad progresiva 26% 28% 20% 18% 15%

Concentracion 11000000 | 15000000 | 22000000 | 28000000 | 38000000
Espermatozoides vivos 31% 31% 31% 52% 58%
Ezp. Con membrana funcional 30% 39% 28% 30% 48%
Ezp. Con anormalidades en 0% 204 0% 204 0%
acrosoma
Ezp. Con anormalidades en 0% 0% 2% 0% 1%
cabeza

Ezp. Con anormalidades en cola 5% 8% 7% 0% 2%
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Cuadro N° 25: Datos de evaluacién de semen criopreservado con

yema de huevo de gallina del padrillo N° 3

Identificacion de caballo P3

Identificacion de pajilla P3 R1 P3 R2 P3 R3 P3 R4 P3 R5
Motilidad a las O hrs. 30% 20% 30% 30% 42%
Motilidad a los 20 min. 24% 17% 24% 25% 16%
Motilidad progresiva 26% 20% 25% 20% 37%

Concentracion 17000000 | 20000000 | 30000000 | 28000000 | 11000000
Espermatozoides vivos 36% 42% 20% 15% 30%
Ezp. Con membrana funcional 50% 50% 57% 22% 30%
Ezp. Con anormalidades en 204 3% 0% 0% 0%
acrosoma
Ezp. Con anormalidades en 0% 0% 1% 0% 0%
cabeza

Ezp. Con anormalidades en cola 4% 2% 0% 0% 4%

Cuadro N° 26: Datos de evaluacién de semen criopreservado con

yema de huevo de gallina del padrillo N° 4

Identificacion de caballo P4

Identificacion de pajilla P4 R1 P4 R2 P4 R3 P4 R4 P4 R5
Motilidad alas 0 hrs. 20% 20% 33% 30% 20%
Motilidad a los 20 min. 18% 16% 30% 27% 10%
Motilidad progresiva 18% 18% 18% 25% 18%

Concentracion 19000000 | 17000000 | 18000000 | 16000000 | 13000000
Espermatozoides vivos 28% 20% 30% 20% 20%
Ezp. Con membrana funcional 62% 30% 70% 51% 29%
Ezp. Con anormalidades en 204 0% 0% 3% 20
acrosoma
Ezp. Con anormalidades en 0% 3% 0% 3% 3%
cabeza

Ezp. Con anormalidades en cola 0% 0% 0% 0% 4%
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Anexo N° 5:
Secuencia Fotografica
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Foto N° 1: Soluciones de HOST, HOST
formol y salina formolada

Foto N°2: Pipetas y tips para la
evaluacion

Foto N° 3: Centrifugadora para la
separacion de liquido seminal
y espermatozoides
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Foto N° 4: Pajillas de 0,5 ml y alcohol
polivinilico para sellar las
pajillas

Foto N°5: Caja de tecnopor para la
criopreservacion de pajillas

Foto N° 6: Tanque de Nitrogeno liquido
de 20 litros.
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PROCEDIMIENTO DE COLECCION DE SEMEN, EVALUACION DE SEMEN FRESCO,
EMPAJILLADO, CRIOPRESERVACION DE PAJILLAS Y EVALUACION DE SEMEN
CRIOPRESERVADO

Foto N° 7:  Preparacion de dilutor de
transporte de semen con agua
destilada.

Foto N° 8: Reaccion de Flehmen al detectar
feromonas sexuales y oler la
orina de la yegua en celo.

Foto N°9: Monta del padrillo para la
recoleccién de semen.
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Foto N° 10: Después de la coleccion de
semen, mezclamos con el dilutor
de transporte de semen

Foto N° 11: Separacion de muestra para
agregar en un tubo falcon LDL y
en otro yema de huevo de gallina.

Foto N° 12: Retiramos el diluyente de
transporte después del
centrifugado para solo utilizar los
espermatozoides

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
i CATOLICA
TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

Foto N° 13: Espermatozoides separados de
diluyente de transporte

Foto N° 14: Colocamos en Congelador de
semen de equino Butocrio.

Foto N°15: Luego a un tubo falcon le
colocamos LDL y al otro yema
de huevo de gallina
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Foto N° 16: Tubo falcon de la mezcla de
espermatozoides con Butocrio y
LDL

Foto N° 17: Evaluacién de espermatozoides
con los criopreservantes

Foto N° 18: Evaluacién de semen
descongelado después de la
criopreservacion
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Foto N° 19: Evaluacién de motilidad en
espermatozoides descongelados

Foto N°20: En esta foto observamos
evaluacion de morfologia con
coloracion de rosa de bengala

Foto N° 21: Observamos tincion Eosina-
Nigrosina
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Anexo N° 6:
Constancia
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WUniversidad Calélica de STanta Maria

= (51 54) 382038 Fax:(51 54) 251213 0 ucsm@ucsm.edu.pe @http://www‘ucsm.edu.pe Apartado: 1350

DE INVESTIGACION

CONSTANCIA

El que suscribe, Vicerrector de Investigacion de la Universidad Catdlica de Santa
Maria, hace constar que:

La Srta XIMENA JENNIFER BARRIGA MARCAPURA

Ha participado como tesista de pregrado en el proyecto de investigacion
“Determinacion de la calidad del semen crio preservado comercial utilizado
en hatos lecheros, implicancia en la fertilidad e impacto en variables
productivas” financiado por el Fondo para la Investigacion UCSM, durante el
afo 2017 en laboratorio de investigacion “Biotecnologia Animal”.

Se expide la presente a solicitud del interesado para los fines que considere
pertinentes.

Arequipa, 27 de diciembre de 2017.

Ic:
VIC RECTOR DE INVESTIGAC!#!
Universidad Catdlica de Santa Mz

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




