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Resumen:

En semen de mamiferos, se ha demostrado que la viscosidad influye de manera negativa
para su conservacion. En semen de aves los estudios sobre las caracteristicas fisicas de
los eyaculados son limitados, particularmente la viscosidad no ha sido estudiada. Los
medios para la criopreservacion, no consideran la viscosidad para mantener la viabilidad
espermatica. Por lo cual, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la viscosidad
en el medio para mantener su viabilidad post descongelacion. Se determind los
parametros de evaluacién basica, de maduracion y reaccion acrosomal evaluando la
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presencia y distribucion de Ca?* mediante la co-incubacion con clortetraciclina. Se
realizaron 25 evaluaciones de pool seminal, criopreservados en medio Lake
suplementado con 6 % de dimetilacetamida y con 0 % (Testigo), 10 %, 30 % y 45 % de
ficoll, para ajustar la viscosidad del medio a condiciones similares a las del semen y del
liquido oviductal y a un grado mayor de viscosidad. La movilidad espermética fue menor
(P<0.05) en alicuotas con mayor porcentaje de ficoll. El porcentaje de espermatozoides
vivos fue similar (P>0.05) en el testigo y todas las alicuotas con diferente porcentaje de
ficoll. La maduracion espermatica presentd un mayor (P<0,05) porcentaje de
espermatozoides no capacitados cuando se utilizé 10% de ficoll. De manera inversa el
porcentaje de espermatozoides con reaccion acrosomal fue menor (P<0,05) también
cuando se utilizd 10 % de ficoll. Los resultados de este estudio demuestran que
variaciones en el grado de viscosidad del medio, pueden mantener o incrementar la
viabilidad espermatica post descongelacion.
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Introduccion

En la actualidad la avicultura de especies domésticas no se puede concebir sin la
aplicacion de conocimientos y tecnologias innovadoras de reproduccion asistida; esto
incluye la criopreservacion del semen y la inseminacion artificial (IA)®. Una de las
mayores dificultades para lograrlo es mantener la viscosidad del liquido seminal, la cual
puede verse disminuida al mezclar el semen con un diluyente para su conservacion, lo
que puede contribuir a la pérdida de espermatozoides en el oviducto durante la IA®.

La viscosidad del liquido seminal es atribuida a la presencia de mucopolisacaridos,
glucosaminoglicanos y proteinas, ésta ha sido estudiada en diferentes especies animales
como los camélidos, elefantes y ungulados salvajes, donde los cambios en la viscosidad
del semen representan un problema para su conservacion y para la IAG®),

Desde el punto de vista anatomico y fisioldgico, dentro del oviducto de las aves existen

tubos de almacenamiento espermatico, los cuales provén un microambiente especifico
para mantener la viabilidad de los espermatozoides y su capacidad fertilizante de manera
prolongada '®). En las aves, cuando los espermatozoides se encuentran dentro de los tubos
de almacenamiento son inmoviles, por lo que su metabolismo es basal, dando como
resultado un consumo bajo de ATP®). Sin embargo, estos poseen mitocondrias activas,
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las cuales proporcionan energia para la activacion de su movilidad y capacitacion
espermaticall?,

Cuando los espermatozoides eyaculados realizan la reaccion acrosomal, son capaces de
penetrar la membrana perivitelina que rodea al ovocito y realizar la fertilizacion®V. Se ha
mencionado que los espermatozoides de aves “no necesitan” un proceso de capacitacion
espermatica para poder llevar a cabo la fertilizacion®V. Durante la criopreservacion, los
procedimientos de enfriamiento, adicion de agentes crioprotectores, congelado y
descongelado contribuyen a un proceso de criocapacitacion2?), el cual se evidencia por
la continuidad en la maduracion espermatica, y reduce su capacidad de fertilizacion al
momento de ser utilizados para la inseminacion artificial.

Considerando que en otras especies es importante mantener la viscosidad del liquido
seminal, para mantener la viabilidad espermética post descongelacion durante los
procesos de IA y que esta no ha sido estudiada en gallos, el objetivo del presente trabajo
fue evaluar el efecto de la viscosidad en el medio de criopreservacion, para mantener la
viabilidad espermatica determinada por sus parametros de maduracién espermatica post
descongelacion.

Material y métodos

Uso de animales

Se realiz6 de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana 062-Z00-1999. “NORMA Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado
y uso de los animales de laboratorio”™®. Se utilizaron cinco gallos Lohmann Brown lite
(Gallus gallus) a los que se proporcioné alimento balanceado con 18% de proteina y agua
ad libitum, y alojamiento individual en jaulas metalicas de 70 x70 x 90 cm, provistas de
bebedero y comedero.

Obtenciéon de semen

Se obtuvieron 25 muestras de semen de cada gallo, por masaje dorso-ventral®®). El semen
se recolectd de la cloaca por aspiracion con una micropipeta SL10-1000, (RANIN™,
USA). Las muestras se mezclaron para obtener 25 grupos, los cuales fueron diluidos en
medio Lake compuesto por fructosa 0.6%, glutamato de sodio 1.92%, acetato de
magnesio 0.08%, acetato de sodio 0.51%, citrato de potasio 0.128%, pH de 7.2 y
osmolaridad de 330 mOms (L)*® y fueron adicionados de dimetilacetamida (DMA) al
6 % como crioprotector.
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En cada grupo seminal, se determin0 su concentracion espermatica por microscopiay con
el uso de una camara de Neubauer®, para realizar seis alicuotas de 100 pl, con 100 x 108
espermatozoides, a las cuales se les afiadio ficoll (F) para lograr diferentes niveles de
viscosidad del semen. Se consideré como grupo testigo a una alicuota del semen
eyaculado (S). El grupo (S+L+ ficoll 10% +DMA) fue diluido de manera convencional y
se le adiciono F al 10% para lograr menor viscosidad comparado con el grupo testigo. Al
grupo (S+L+ ficoll 30% +DMA) se le agreg6 F al 30% para lograr viscosidad similar
comparado con el grupo testigo y al grupo (S+L+ ficoll 45% +DMA) se le adiciono F al
45% para lograr mayor viscosidad comparado con el grupo testigo.

Obtencion de liguido oviductal

Se introdujo una sonda de polipropileno (5 FR) 1 cm en la cloaca de cinco gallinas
Lohmann Brown lite, se administraron 0.5 ml de SSF estéril, los cuales se aspiraron con
una jeringa de 3 ml, las muestras se mezclaron para realizar un grupo.

Determinacion de la viscosidad

Se depositaron 50 pl de semen de cada grupo o liquido oviductal, en un refractometro,
para observar el grado de densidad (°Brix), para realizar su conversién a g/ml, se utilizo
la tabla de conversion de °Brix a gravedad especifica del National Institute of Standards
and Technology (NIST). Con un viscosimetro Cannon- Manning Semi-Micro (Tamafio
50, Instrumento Cannon, PA), se determind la viscosidad cinematica de cada muestra en
mm2/s (cSt) multiplicando el tiempo de flujo en segundos por la constante del
viscosimetro (Co= 0.003812). Para obtener la viscosidad en mPa*s (cP), el resultado se
multiplicé por la viscosidad cinematica en mmz/s (cSt) y por la densidad en g/ml.

Criopreservacion seminal

Posteriormente se congelaron alicuotas diluidas y adicionadas con los diferentes
porcentajes de ficoll, en pajillas de 0.25 ml con 100 x 10° espermatozoides. Se inici6 con
alicuotas a 25 °C que fueron enfriadas a una curva de 1.6 °C por min, enseguida se
mantuvieron en vapor de nitrogeno (-70 °C) por 10 min; finalmente se sumergieron en
nitrégeno liquido (-196 °C) para criopreservarse por 30 dias. La descongelacion de cada
pajilla fue a 37.5 °C por 30 seg™®”.
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Evaluacidn espermética basica

En semen fresco y post descongeladas, se determiné la movilidad progresiva mediante
microscopia Optica (400X) para estimar el porcentaje de espermatozoides con un
movimiento progresivo vigoroso en una alicuota de 15 pl a 37.5 °C. La viabilidad y
morfologia espermaética se determinaron en una preparacion sobre un porta objetos, con
10 pl de la alicuota con espermatozoides y 3 pul de tincion vital azul de eosina (1% de
eosina y 5% de nigrosina), se evaluaron doscientas células en cada preparacién, con un
microscopio de contraste de fase (400X). La morfologia se evalué con un aumento de
100X*19),

Maduracion y reaccion acrosomal espermatica

Alicuotas de 50 pl de semen perteneciente a todos los grupos con una concentracion de
5 x 10° espermatozoides, se incubaron con clortetraciclina (CTC) 0.9 M en obscuridad a
38 ° C\920) Mediante microscopia de fluorescencia (495 nm excitacion y 520 nm
emisién) se evaluaron los espermatozoides para determinar su nivel de maduracion,
determinando la proporcion de espermatozoides no capacitados, capacitados y con
reaccion acrosomal®?).

Analisis estadistico

Se verifico la normalidad de los datos mediante una prueba de Jack-Vera; de manera
posterior se realizé un andlisis de Kruskal-Wallis para los diferentes tratamientos y
variables. Se realiz6 una prueba de Tukey para identificar la diferencia de medias, todas
las pruebas estadisticas se realizaron con un nivel de significancia de P<0.05. Se utilizé
el programa estadistico PAST®Y,

Resultados

Densidad y viscosidad

Los pardmetros de densidad y viscosidad que se determinaron en los medios de
criopreservacion mostraron valores diferentes, los cuales se presentan en el Cuadro 1.
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Cuadro 1: Densidad y viscosidad seminal y en los medios de criopreservacion (n=25)
Densidad Gravedad Viscosidad Viscosidad

°Brix especifica  (mm?/s) *mPa*s
Semen (S) 7.0 1.028 3.1440 3.2320
S+L+ ficoll (10%) +DMA | 17.0 1.070 2.0279 2.1698
S+L+ ficoll (30%) +DMA | 28.0 1.120 3.1601 3.5393
S+L+ ficoll (45%) +DMA | 30.2 1.130 5.4092 6.1123

S= Semen; L= Lake; DMA= dimetilacetamida.

Evaluacion espermatica basica post descongelacion

Los espermatozoides descongelados con diferentes porcentajes de ficoll, mostraron
cambios en la movilidad; entre menos viscosidad en el medio, se presenta mayor
movilidad acercandose a la del semen eyaculado (P<0,05). Los porcentajes de
espermatozoides vivos, no mostraron cambios significativos entre el semen eyaculado y
los espermatozoides descongelados (P>0.05). Por otro lado, conforme aumenta la
viscosidad del medio, la morfologia normal de los espermatozoides descongelados
mejora (P<0,05) (Cuadro 2).

Cuadro 2: Porcentajes de evaluacion basica en espermatozoides criopreservados con
diferentes condiciones de viscosidad (n=10)
Porcentaje de espermatozoides (X+EE)

Viscosidad Movilidad Viabilidad Morfologia
mPa*s

3.2320 461+07 742+29° 86.1+10°
2.1698 328+0.7° 72.4+29° 86.7 +1.0°
3.5393 10.9+0.7° 705+2.9° 93+1.0°
6.1123 51+0.7¢ 70 +2.9° 91.2+1.0°

abed \/alores con diferente literal en columnas difieren (P<0.05).

Maduracion espermatica y reaccion acrosomal

El porcentaje de espermatozoides no capacitados, fue mayor en el grupo adicionado con
ficoll al 10% comparado con el resto de los tratamientos (P<0,05) como se muestra en la
Figura 1. Los porcentajes de espermatozoides con capacitacion espermatica no
presentaron diferencias estadisticas entre los tratamientos y el semen eyaculado (P>0.05).
El porcentaje de espermatozoides con reaccion acrosomal, encontrados fue mayor en los
tratamientos adicionados con 30% y 45% de ficoll comparandolos con el tratamiento con
10% de ficoll (P<0.05) y similar con el semen eyaculado (P>0.05).
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Figura 1: Pardmetros de maduracion espermatica post descongelacion en medios con
diferente viscosidad
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Discusiéon

El contenido y caracteristicas del plasma seminal es diferente en cada especie; una de
estas diferencias fisicas es la viscosidad, la cual se produce a partir de proteinas que
ayudan a mantener la viabilidad espermatica durante varios dias, hasta que el
espermatozoide llegue al sitio de fertilizacion®®. En el semen de camélidos, la viscosidad
elevada, es atribuida a la Mucina 5B%%24_ Por otro lado en gallos y pavos, no hay estudios
relacionados con la viscosidad del semen, pero se ha demostrado que en el plasma seminal
de las aves se encuentran hasta 822 proteinas en el caso del gallo y 607 en el pavo®?22),
En este trabajo se determind que la viscosidad del semen de gallo fue de 3.23 mPa*s.

Los mecanismos que prolongan la vida del espermatozoide en los tubulos de
almacenamiento espermaticos son desconocidos, pero se piensa que incluyen supresion
reversible de la respiracién y la movilidad espermatica, asi como estabilizaciéon de la
membrana y mantenimiento del acrosoma®®.

Si bien no existe diferencia estadistica demostrable en este trabajo, el porcentaje de
espermatozoides vivos fue mayor en semen criopreservado con menor viscosidad. El
incremento de viscosidad disminuyd la movilidad de los espermatozoides; sin embargo,
conservaron su viabilidad. En otro estudio®@®, utilizaron diferentes concentraciones de
goma arabiga para aumentar la viscosidad del medio para criopreservar semen de caballo,
y reportaron mejor viabilidad espermatica post descongelacion.

La capacitacion espermatica es necesaria para iniciar la reaccion acrosomal, la cual ocurre
in vivo en el tracto genital de la hembra, donde participan diferentes sefiales que originan
una desestabilizacion de la membrana, hiperactivacion espermatica que facilita la
reaccion acrosomal®?.

Se ha utilizado DMA al 5% y glicerol para congelar espermatozoides de gallo,
encontrando en ambos tratamientos reduccién de la movilidad de los espermatozoides
criopreservados, asi como su capacidad fertilizante; sin embargo este efecto fue menor en
el grupo tratado con DMA®®. Si bien en este trabajo se utiliz6 una concentracion
ligeramente superior del 6% de DMA, y los espermatozoides criopreservados redujeron
su movilidad, este efecto es atribuido al incremento de la viscosidad del medio,
encontrando la viabilidad espermatica superior al 70 %.

Se observo también que en los pardmetros de descapacitacion de los espermatozoides
descongelados, son mayores del 30 %, manteniéndose estadisticamente iguales (P>0.05)
a diferencia de los espermatozoides con inclusion del 10% de ficoll, en donde hubo un
incremento importante, llegando a porcentajes superiores al 50 %. Asi el porcentaje de
espermatozoides capacitados, se mantienen de manera homogénea por arriba del 30 %,
independientemente de la inclusion de ficoll.
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En espermatozoides descongelados, se observd que la inclusion de 10% de ficoll,
disminuyé el porcentaje de reaccion acrosomal por debajo del 20 %, comparandolos con
las otras inclusiones (30% y 45%), en donde los porcentajes fueron superiores al 40 %.
Hay que considerar que la criopreservacion es un proceso de estrés térmico y osmotico
que hace que la viabilidad y movilidad del espermatozoide decrezca. En diferentes
especies el proceso de congelamiento espermético hace que el estimulo de inducir a la
reaccion acrosomal sea mayor®®, al comparar el proceso de reaccion acrosomal mediante
la criopreservacion con diferentes crioprotectores, sugieren en sus resultados que el
proceso para que se lleve a cabo la reaccion acrosomal es muy sensible al estrés osmotico
y a los cambios répidos agua/solutos en el gallo, demostrando que utilizando
crioprotectores como el DMA hay una menor induccion a la reaccion acrosomal.

Conclusiones e implicaciones

En resultados del presente trabajo, se evidencia que la viscosidad es un factor fisico que
influye en la conservacion espermatica en semen de gallo; se determind que los
parametros de viscosidad convenientes son 2.1698 mPa*s y 3.2320 mPa*s. La viscosidad
conserva los parametros de viabilidad y morfologia espermaética en post criopreservacion,
evitando que exista un gasto energético en el espermatozoide por medio de la disminucién
de la movilidad. Se demostré que se reduce la reaccion acrosomal espontanea en los
espermatozoides descongelados y aumenta la descapacitacion espermaética, lo cual
evidencio que es un estado fisioldgico reversible, con lo cual el espermatozoide puede
conservarse intacto hasta llegar al sitio de fertilizacion.
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