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RESUMEN

La crioconservacion de semen es una importante biotecnologia reproductiva, ya que
busca promover la conservacion de semen por tiempo indeterminado. Cuando esta
biotecnologia se asocia a la inseminacion artificial, representa un mecanismo eficiente
para la promocion y difusion de material genético de excelente calidad. Por ello se han
realizado investigaciones con la adicién de melatonina, la cual funciona como un
antioxidante y favorece a la criosupervivencia espermatica. Por ello se recolecto el
semen de 4 machos de la raza Saanen (5 eyaculados por macho), durante el verano en
los meses de junio- septiembre. Los espermatozoides se diluyeron en un medio de Tris-
yema de huevo que contenia glicerol (200 millones de células/ml, 4%), luego se
tomaron alicuotas y se suplementaron con (i) 0.0 (ii)1.5 y (iii) 3.5 de MTL. Los
espermatozoides diluidos se empaquetaron en pajillas de plastico y se congelaron, las
pajillas se descongelaron en un bafio maria a una temperatura de 37°C durante 30
segundos. Los espermatozoides fueron evaluados, antes y después de la
criopreservacién para el movimiento de onda (visual), motilidad progresiva (eosina-
nigrosina), funcionalidad de la membrana plasmatica (Host) y la integridad del
acrosoma (con contraste de fase). Los datos se convirtieron en arcoseno para
normalizarlas ante ANOVA. Después de la congelacion y descongelacion, no hubo
diferencias significativas en ninguna de las variables en los tratamientos de MLT,
excepto el movimiento de onda es mayor en 1.5y 3.5 mM que, en el control, no hubo

diferencias entre los machos individuales dentro de los tratamientos.

Palabras claves: Crioconservacion, Melatonina,Glicerol, Antioxidante.
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ABSTRACT

The cryopreservation of semen is an improtant reproductive biotechnology , since it seeks to
promote the conservation of semen for an indefinite time. When this biotechnology is associated
with artificial insemination it represents an efficient mechanism for the promotion and
dissemination of genetic material of excellent quality. Therefore, research has been done with
the addition of melatonin, wich works as an antioxidian and promotes cryopreservation in the
sperm. Therefore the semen was collecte from 4 males of the Saanen breed (five eyaculations
per male), during the summer in the months of June-September. Sperm were dilute in a Tris-
egg yolk medium containing glycerol (200 million cells/ml, 4%), then aliquots were take and
supplemented with (i) 0.0 (ii)1.5 and (iii) 3.5 MTL. Diluted spermatozoa are pack in plastic
straws and frozen, the straws thawed in a water bath at a temperature of 37°C for 30 seconds.
The sperm were evaluate before and after cryopreservation for wave (visual) motion,
progressive motility (eosin-nigrosin), plasma membrane functionality (host) and acrosome
integrity (with phase contrast). The data became arcosene to normalize them before ANOVA.
After freezing and thawing, there werent significant differences in any of the variables in MLT
treatments, except wave movement is greater at 1.5 and 3.5 mM than, in the control, there

weren’t differences between the individual males within the treatments.

Keyword: Cryopreservation, Melatonin, Glicerol, Antioxidant.



INTRODUCCION

En México la poblacion de caprinos estd constituida por aproximadamente 8.7 millones de
cabezas (SIAP 2021). Las entidades con mayor poblacién caprina son: Puebla (15.4%), Oaxaca
(12%); San Luis Potosi (10.5%); Guerrero (7.9%), y Zacatecas (6.1%) y las razas que se
producen principalmente en Meéxico son: Alpina, Angora, Boer, Anglo,nubia, Saanen,
Toggenburg y la Criolla. (SADER, 2023).

Por otra parte, la criopreservacion es una importante biotecnologia cuando se asocia a la
inseminacién artificial, que representa un mecanismo eficiente para la promocion y difusion de
material genético de excelente calidad. Ademas, proporciona una economia para el productor,
asi como reducir los costos de alimentacion y transporte tanto los riesgos de transmision de

enfermedades sexuales (Castelo et al., 2008).

Un problema frecuente en la conservacion del semen es el estrés oxidativo en los
espermatozoides, esto se refiere al dafio que pueden sufrir estas células en su morfologia y
funcionalidad causado por la formacién de altas cantidades de moléculas de radicales libres,
Ilamadas ROS presentes durante la manipulacién del procesamiento y criopreservacion del
semen (Kothari et al., 2010). Las moléculas de radicales libres incluyen ROS, los cuales son
metales de transicion y especies de nitrégeno reactivo, pero las ROS son las méas dafiinas para
las células (Aitken et at.,2014).

Como alternativa a esta problematica algunos investigadores han utilizado la melatonina como
una molécula lipofilica derivada del triptéfano, la cual estd presente en vertebrados e
invertebrados, bacterias, organismos unicelulares e incluso en plantas (Reiter et al.,2010).
Funciona a nivel celular la melatonina como un antioxidante en base a su capacidad para
secuestrar y neutralizar los radicales libres. EI mecanismo directo es por donacion de electrones
(Tan et al.,2007). Por lo tanto, la melatonina debe estar cerca de los radicales libres para que
estén en el momento que se forman; debido a su estructura lipofilica (Jang et al., 2010).



La melatonina juega un papel protector en la conservacion del esperma el cual se basa en sus
propiedades antioxidantes y antiapoptdticas que pueden mantener y mejorar la calidad del

esperma a lo largo del proceso (Reiter, 2007).

Sin embargo, se han reportado que altas dosis de melatonina pueden reducir el potencial de
fertilizacion en los espermatozoides después de la crioconservacion. Dado que la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) neutraliza en exceso, la fosforilacion oxidativa puede
inhibirse y, en consecuencia, se reduce la motilidad y viabilidad de los espermatozoides (Souza
et al.,2008).

Por lo analizado en este trabajo se evaluara la melatonina como un antioxidante, en la

crioconservacion de semen de caprino para mejorar la viabilidad espermatica.



1. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

» Evaluar la melatonina como un antioxidante, en la crioconservacion de semen para

mejorar la viabilidad espermatica.

2.2 Objetivos especificos

» Comparar el efecto de diferentes dosis de melatonina sobre la motilidad, viabilidad,
funcionalidad de la membrana plasmatica e integridad del acrosoma en espermatozoides

descongelados.

»  Comparar la criosupervivencia espermatica de diferentes machos caprinos de la raza

Saanen.



I11. HIPOTESIS

La adicion de melatonina al diluyente de congelacion mejorard la criosupervivencia de

espermatozoides de caprino.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Caprinocultura en México

En Mexico la poblacion de caprinos esta constituida por aproximadamente 8.7 millones de
cabezas (SIAP, 2021). Las entidades con mayor poblacion caprina son: Puebla (15.4 %), Oaxaca
(12 %); San Luis Potosi (10. 5%); Guerrero (7.9 %), y Zacatecas (6.1 %) y las razas que se
producen principalmente en México son: Alpina, Angora, Boer, Anglo, Nubia, Saanen,
Toggenburg y la Criolla (SADER,2023).

En nuestro pais la produccién de cabras esta asociada a sistemas tradicionales extensivos,
dependientes de las condiciones climaticas lo cual agrava la situacion de las granjas. Asimismo,
la situacion socioecondémica de los productores no es la mas eficiente, en este caso con lo que
nos enfrentamos es aun circulo de la pobreza, deterioro ambiental y por ende baja produccion
caprina. La cabra es una de las especies zootécnica con mayor potencial y rentabilidad, sean
demostrado con una excelente opcion por su adaptacion a las condiciones criticas en las que

vivimos actualmente (Gomez et al.,2009).

4.2 Caracteristicas reproductivas del macho cabrio

El semental caprino tiene un importante papel debido a su colaboracién inexcusable en la
reproduccion, ya que tiene un valor genético de su capacidad productiva que permite que
mejorare los indices reproductivos y productivos en consecuencia de incrementar la rentabilidad
de la explotacion caprina. La capacidad reproductiva de un semental esta basada generalmente
en el tamafio testicular, las caracteristicas seminales y su capacidad para la monta. El cuerpo
testicular se considera un buen indicador de la capacidad fecundante del macho ya que la

produccidn espermatica es proporcional al peso del testiculo (Arrebola, 2012).

En la pubertad el macho cabrio inicia con la produccion de los primeros espermatozoides a
partir de los 4-6 meses de edad, aunque su madurez sexual no llega hasta los 7-8 meses. Por este
motivo, no es recomendable la monta natural ni la colecta de eyaculados hasta ese momento.

Por otro lado, los pardmetros reproductivos del macho cabrio pueden depender de una serie de



factores intrinsecos (como raza y edad) y extrinsecos (como fotoperiodo, clima, método y ritmo
de colectas o montas, grado de estimulacidn sexual, interacciones sociales y nutricién). La edad
es otro de los puntos intrinsecos que afectan a las caracteristicas reproductivas (Delgadillo et
al., 2004).

El tamafio testicular puede aumentar hasta alcanzar su maximo a la edad de siete afios,
observandose también variaciones significativas de las caracteristicas seminales, siendo el
volumen y la concentracion que mas vibran (Arrebola, 2012). Los sementales de capacidad
lechera producen semen de buena calidad de manera uniforme entre los 7-9 meses y los 7 afios
la calidad seminal disminuye en gran medida. El desarrollo de la actividad sexual del macho
cabrio presenta ciertas caracteristicas propias que pueden ser modificadas por una serie de
circunstancias que marcaran la eficacia de su funcién reproductiva. Asi pues, el comportamiento
sexual y la calidad seminal varian en funcién de la edad y de la raza, aunque la estacion del afio
es lo que més influye en las zonas templadas, ya que se observa una disminucion del niamero de

montas durante el anestro estacional (Delgadillo et al., 2009).

4.3 Espermatogénesis en machos cabrios

Este es un proceso donde comienza la formacion de las células sexuales, desde las mas
inmaduras, hasta las mas maduras para poder llegar a la formacion de los espermatozoides. La
espermatocitogénesis en los machos cabrios corresponde a la etapa donde se desarrollan las
espermatogonias en el inicio de la pubertad, las espermatogonias tipo A crecen e inician un
proceso de diferenciacion hasta formar espermatogonias tipo B (Zhang et al., 2009).
Posteriormente se desarrolla la primera division meiética, en la que se forman los
espermatocitos primarios y tras la terminacion de la meiosis | cada uno de los espermatocitos
primarios ocasiona a dos espermatocitos secundarios con los que inicia la meiosis Il 'y al finalizar
esta segunda meiosis se obtienen cuatro espermatidas haploides necesarias para iniciar la
siguiente fase del proceso. Las cuatro etapas en las que se desarrolla la espermatogénesis son:
Espermatocitogénesis, meiosis, espermiogénesis y espermiacion, las cuales estan representadas
en la Figura 1 (Saladin, 2013).
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Figura 1. Proceso de espermatogénesis ilustrando las
etapas de espermatocitogénesis, meiosis,
espermiogénesis y espermicion

(Saladin, 2013).

Al generar las espermatidas, mediante la espermiogénesis se producen una serie de cambios
a nivel citoldgico, que resultan en la formacion de espermatozoides. Entre ciertas
modificaciones se destaca una condensacion de la cromatina, la formacién del flagelo y el
condensamiento de las mitocondrias para poder finalizar el proceso con la espermiacion. Los
espermatozoides formados, pasan de los tabulos seminiferos al epididimo para comenzar con su
maduracion. Se estima que un ciclo espermatogénico tiene una duracion aproximada de 40 a 58
dias en machos cabrios (Mclachlan et al., 2002). En este proceso por el cual se regula el
funcionamiento reproductivo depende también de la liberacion de otras hormonas por parte del
sistema endocrino como la FSH (Hormona foliculoestimulante) y la inhibina, manteniendo
regulada la actividad mitética (Mclachlan et al, 2002). En vinculo con las células de Sertoli es
la célula que sirve de soporte para el desarrollo de las espermatogonias en el testiculo, otros
factores regulatorios para su desarrollo proveen la sefializacién de procesos apoptéticos de los

espermatocitos (Pino et al., 2013).



4.4 Caracteristicas del semen caprino

El semen en caprinos y otras especies como bovinos, cerdos, caballos y perros, se
comenzaron a determinar a partir del interés en la inseminacion artificial (I1A) (Karagiannidis et
al., 2000). El semen de macho cabrio tiene un color blanco grisaceo o amarillento, ya que en
ocasiones puede variar de un eyaculado a otro, aun asi, siendo en el mismo semental. El semen
del macho cabrio cuenta con un volumen promedio de eyaculado de 1.2 ml, aunque esto va
dependiendo de la edad y condicién que tenga el animal, también tiene una concentracion
espermatica que va desde 3.5 hasta 6 millones de espermatozoides por mililitro y con una
consistencia que varia desde clara-acuosa hasta cremosa espesa dependiendo de la relacion de
contenido entre sus dos constituyentes que son espermatozoides y plasma seminal (Arrebola,
2012).

Los pardmetros que se manejan en el semen y que sean estudiado rutinariamente son: el
volumen del eyaculado, el nimero total de espermatozoides por eyaculado, la motilidad
espermatica, la concentracion espermatica, el porcentaje de espermatozoides normales y no
normales, el porcentaje de espermatozoides con el acrosoma intacto y dafiado, el tiempo de
sobrevivencia, el color, el olor, la consistencia y el pH (Karagiannidis et al., 2000).

4.5 Inseminacion artificial

La inseminacion artificial (IA) son herramientas importantes de las biotecnologias
reproductivas en caprinos como en otras especies domésticas, esta una herramienta que permite
el aumento masivo del potencial productivo de los caprinos al multiplicar en forma considerable
la capacidad reproductiva de los machos los cuales siempre deben tener ciertas caracteristicas
reproductivas sobresalientes como actividad sexual poliéstrica estacional, con varios celos y
ovulacion espontanea durante su época reproductiva entre otras , para inseminar se necesita

obtener semen de machos donantes, que han sido preparados con anterioridad (Moreno, 2015).



En la mayoria de las especies la inseminacion artificial es un instrumento fundamental para
el progreso genético (Holt et al., 2005), ya que también proporciona un medio para resolver los
problemas de enfermedades de transmision sexual Thomassen y Farstad (2009). Una alternativa
es la criopreservacion de semen ya que se utiliza principalmente para llevar a cabo programas
de IA para guardar y transportar material genético para la conservacion de varias especies
animales como perros, caprinos, cerdos entre otras especies (Benson et al., 2012). Entonces la
inseminacion puede definirse como la aplicacion de semen en el tracto genital de una hembra

en el momento efectivo para la fecundacion (Mara et al., 2004).

4.6 Importancia de la crioconservacion

Una de las biotecnologias mas sobresalientes en estos Gltimos afios es la crioconservacion de
semen ya que busca promover la criopreservacion de los espermatozoides por un tiempo
indeterminado. Esta biotecnologia, cuando se asocia a la inseminacién artificial, representa un
mecanismo eficiente para la promocién y difusion de material genético de excelente calidad. La
crioconservacion de semen proporciona una economia para el productor, al reducir los costos
de alimentacion y transporte de los reproductores, asi como los riesgos de transmision de
enfermedades sexualmente transmisibles (Castelo et al., 2008).

Se han desarrollado diferentes protocolos para la criopreservacion de espermatozoides. Pero
embargo, la fertilidad obtenida por IA empleando los espermatozoides congelados-
descongelados suele ser menor que la obtenida mediante apareamiento natural o 1A utilizando
espermatozoides frescos o enfriados Setiawan y Aryana (2023).
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4.7 Principal problema de la crioconservacion

Uno de los problemas mas frecuentes en la crioconservacion es la baja fertilidad que atribuye
principalmente a las ROS que se desempefian funciones importantes, como la sefializacion intra
o intercelular (Aitken, 2012) excesiva de las llamadas especies reactivas de oxigeno conocidas
como ROS (especies reactivas del oxigeno) presentes durante la manipulacion, procesamiento
y criopreservacion del semen (kothari et al., 2010). Los ROS son alteraciones en la membrana
plasmaética de los espermatozoides esto provoca dificultad para que se pueda fecundar el 6vulo
de la hembra. Estos efectos perjudiciales de los ROS en los espermatozoides incluyen la
peroxidacion de lipidos, las lesiones del acrosoma, las alteraciones metabdlicas, la
desnaturalizacion del ADN vy la pérdida de la capacidad de fertilizacion, por ello para reducir la
cantidad de especies reactivas de oxigeno sean realizado protocolos de antioxidantes como la
melatonina para disminuir los ROS (Benson et al.,2012).

4.8 Importancia de la melatonina como antioxidante en espermatozoides

Los antioxidantes cumplen una funcion muy importante en las sustancias ya que son capaces
de retardar o prevenir la oxidacién de cualquier sustrato oxidante. Se han utilizado diferentes
compuestos para lograr ese papel. Uno de tantos antioxidantes es la hormona Ilamada
melatonina que participa en varios pasos de la fisiologia del esperma y que ha mejorado la
viabilidad y la fertilidad del esperma cuando se agrega a los espermatozoides a nivel celular la
melatonina tiene un papel importante como antioxidante basado en la capacidad para secuestrar
y neutralizar los radicales libres conocidas también como (ROS) el mecanismo directo es por
donacion de electrones (Tan et al., 2007). Por ello, la melatonina debe estar cerca de los
radicales libres en el momento en que se forman; debido a su estructura lipofilica que tiene, la
melatonina puede funcionar de manera eficiente en varios compartimentos celulares (Tan et al.,
2013).

Por ello en el esperma la melatonina reduce el dafio oxidativo en las mitocondrias, la
fragmentacion del ADN, la peroxidaciéon de los lipidos de la membrana plasmatica y los
marcadores apoptoticos al mejorar la actividad antioxidante de los sistemas enzimaticos y
reducir los niveles de ROS (Henkel, 2011).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Ubicacion
La presente investigacion se realizo la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan Campo 4

(FESC C-4), Universidad Auténoma de México (UNAM), en el laboratorio 2 de reproduccion
animal (L2) de la unidad de investigacion multidisciplinaria (UIM) y en el area de Posgrado de
la FES Cuautitlan (UNAM), localizado en la ubicada del km 2.5 de la carretera Cuautitlan-

Teoloyucan Municipio de Cuautitlan lzcalli, Estado de México (INEGI,2020).

5.2 Ubicacidn geogréafica de Cuautitlan lzcalli
La cabecera municipal Cuautitlan lzcalli se localiza en las coordenadas geogréaficas

99°12°41” O de longitud y 19°38°46” N de latitud. Que se encuentra a una altitud de 2,281

msnm, cuenta con un clima templado subhtmedo con lluvias de verano (INEGI, 2020).
5.2.1Unidades experimentales

En el siguiente trabajo se utilizaron 4 machos cabrios de la raza Saanen de una edad de 3 a 4
afios del area de Posgrado de la FES Cuautitlan (UNAM), estos animales fueron alojados en los
corrales del area de posgrado de la FES Cuautitlan, UNAM; los animales llevaron una d una
mezcla de alfalfa henificada y concentrado comercial (10% PC y 1.91 Mcal/Kg de EM),

aproximadamente 2 kg por animal por dia y agua de ad libitum.

5.2.2 Tratamientos experimentales
Se hizo una recoleccion de semen para valorar el uso de un antioxidante en este caso la

melatonina como supervivencia en la crioconservacion para la mejorar la viabilidad espermatica

y se probaron 3 tratamientos los cuales estan representados en el cuadro 1:

Cuadro 1. Distribucion de tratamientos experimentales

Tx PBS + DMSO MLT
T10 131.25 ml 0
T21.5mM 75 mi 56.25 ml
T33.5mM 0 ml 131.25 ml

Tx=T1:0 de melatonina, T2: 1.5 mM de melatonina, T3: 3.5 mM de melatonina, PBS: disolucidn salina tamponada
con fosfato + DMSO: dimetilsulféxido y MLT= Melatonina.
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5.3 Recoleccion de semen

Se colecto el semen de los machos cabrios durante los meses de junio a septiembre utilizando
una vagina artificial a cada macho se le extrajo 5 muestras. A cada eyaculado se le agrego un
medio de transporte de acuerdo con la metodologia descrita por (Sdnchez- Partida, 1998) que
menciona que estd compuesto por Tris, Glucosa, Acido Critico, Penicilina, Estreptomicina en
una proporcioén 1/1 (v/v). Una vez recolectado el semen se hizo una evaluacion macroscépica
que comprende volumen, color, consistencia (cremoso, lechoso, acuoso) y presencia de
particulas extrafias (sangre, paja, excremento, tierra, etc.) después de hacer la deteccion el semen
fue transportado al laboratorio de Reproduccion Animal (L2) de la Unidad de Investigacion

Multidisciplinaria, en una caja térmica a una temperatura promedio de 34°C.

5.3.1 Evaluacion Microscépica de los Espermatozoides

Al llegar al laboratorio el semen colectado la cual comprende de motilidad masal, motilidad
progresiva lineal, viabilidad y morfoanomalias (tincion Eosina/Nigrosina), funcionalidad de la
membrana plasmatica (prueba del hinchamiento hiposmotico — HOST), integridad del acrosoma
(microscopia de contraste de fases), y la concentracion espermatica (cAmara de Neubauer).

La evaluacién microscopica, excepto la motilidad masal ya que se observa al llegar al
laboratorio con el semen fresco, después de observarlo se realiz6 una dilucion 1:100 (100 pL

semen entero: 9.9 ml solucion salina fisiologica 0.9% NaCl).
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El resto de los eyaculados se proceso de acuerdo a la técnica de Cabrera (2005) que consiste
en centrifugado a 700 g por 15 minutos para remover el plasma seminal y el medio de transporte,
el boton de células seré resuspendido en 1.0 ml de medio de congelacion Tris-Yema de huevo
sin glicerol (Tris 250 mM, glucosa 28 mM, acido citrico 104 mM, estreptomicina 0.05% y
penicilina 500 Ul, mas yema de huevo 12 %; se estimo6 la concentracion para ajustar a 400
millones células/ml agregando la cantidad necesaria de medio de congelacion Tris-Yema de

huevo sin glicerol. Cada eyaculado se evalud y proceso por separado.

5.4 Variables evaluadas

5.4.1 Motilidad Masal (MM)
Para esta prueba se colocé una gota de semen entero (fresco) en el centro de un portaobjetos,

atemperado a 37°C en una platina térmica, y se observé en el microscopio con el objetivo de 10
X; la observacion se hizo en los bordes de la gota.
Para esta evaluacion se consideraron los siguientes criterios que se muestran en el cuadro 2:

Cuadro 2. Escala de motilidad masal.

Valor Caracteristicas

3 Movimiento rapido, formacion de ondas vigorosas

2 Movimiento lento, formacion de ondas, pero con poco vigor

1 Movimiento individual de algunos espermatozoides, no se forman ondas
0 Ondas inexistentes, espermatozoides inmdviles

Modificado de Baril et al., (1993).

5.4.2 Concentracién espermatica

Para esta prueba se utiliz6 un tubo de ensayo al cual se le agregd 1990 pL de solucion
salina formolada al 3% (v/v) y se agreg6 10 pL del semen diluido (1:100) para finalmente tener
una dilucion de 1:200; ambas soluciones se mezclaron, posteriormente se lleno la camara de
Neubauer y se dejé reposar por 5 minutos para que se sedimentaran las células y se pudieran
observar en el microscopio 6ptico con objetivo dé 40 x. El conteo se realizd de la siguiente

manera: se localizd la cuadricula central de la cdmara que esta dividida en 25 cuadros,
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subdivididos en 16 cuadros cada uno; se realiz6 el conteo de los espermatozoides (cabezas)
contenidos en 5 de los 25 cuadros; el nimero resultante se multiplico por 10 millones para

obtener la concentracion de espermatozoides por mililitro (ml) de semen.

5.4.3 Motilidad progresiva lineal

Para esta prueba se tom6 una gota del semen diluido 1:100, que se encontraba en el bafio
maria a una temperatura de 32 °C y se colocO una gota en un portaobjetos, se colocé un
cubreobjetos encima de la gota y se observo en el microscopio con el objetivo 10 x y 20 X. Se
enfoco el lente del microscopio en el centro de la gota, se estimé la proporcion de
espermatozoides con movimiento progresivo y rectilineo asignandole algun valor entre 0 — 100

expresado en porcentaje.

5.4.4 Viabilidad

Para esta prueba se afiadié una gota del semen diluido 1:100 que se encontraba en el bafio
maria en el portaobjetos atemperado a 37°C en la platina térmica, junto ala gota de la semen
diluido se afiadi6 otra gota de tincion Eosina-Nigrosina a una temperatura de 32°C; se mezclaron
ambas gotas y se realizé un frotis, se colocé rapidamente bajo un ventilador para que se pudiera
secar rapido, después de 10 minutos se observo al microscopio con el objetivo de 100 X y aceite
de inmersion, contando 200 células en total para posteriormente expresarlo en porcentaje. Los
espermatozoides vivos no se tifien, se observan de color blanco, en cambio los muertos se tifien

y se ven de color rosa-morado lo menciona Barth y Oko (1989).
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5.4.5 Morfoanomalias

La técnica para evaluar morfoanomalias descrita por Barth y Oko (1989) utiliza el frotis
usado para la viabilidad con un conteo de 200 células en total y expresado el resultado de cada
tipo en porcentaje. Para la clasificacion se realiz6 como se muestra en la figura 2. Kruger (2010).

A Detectos cabeza

Awrgada P 1a

Pequens

witorme RedONC Amorta Vacuoiada Acrosoma
~ pequedio
- N a = =
scrosoma N i N ? - ; ? ?
- - - - L - - -

8. Defectos pieza media C. Defectos Flageio D. Defectos restos
. citoplasmaticos

-

Angulada Asmmétrica Engrosada Delgada >1/3 cabeza

APITTYE T

-

Figura 2. Clasificacion de los defectos morfologicos
de los espermatozoides. adaptacion del

criterio de (Kruger y Coetzee,2010).

La clasificacion adaptada por el criterio (Kruger y Coetzee,2010) consta por 3

puntos:

1. Normales: Se considera espermatozoides morfoldgicamente normales a aquellos
integrantes de una subpoblacion de espermatozoides potencialmente fertilizadores
seleccionados naturalmente en el moco cervical.

2. Anormalidades primarias: Poseen una anchura de 2 a 3.5 pum, pueden presentar
anormalidades ligeras en la forma de la cabeza, pero el acrosoma debe ser

normal, y no tener defecto en el cuello, pieza intermedia o cola.
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3. Anormalidades secundarias: Son aquellos que presentan defectos tanto en la
cabeza, cuello, pieza intermedia y cola.

5.4.6 Funcionalidad de la membrana plasmatica

Se colocaron 100 pL de una solucién hiposmética (60 mOsm kg ) y 100 uL de semen
diluido 1:100, ambas a 32°C, en un tubo de ensaye, y se mezclaron, esta suspension se mantuvo
en un bafo maria por 30 minutos (Cano-Suarez, 2012). Al finalizar este tiempo, se agregé una
gota de solucion de glutaraldehido al 0.4%, se coloc6 una gota de esta mezcla en un portaobjetos,
y un cubreobjetos arriba de la gota y se observo en el microscopio éptico con el objetivo de
100x y aceite de inmersion, se contaron 200 células en total, el resultado de cada tipo se expresé
en porcentaje. El criterio para determinar si la membrana es funcional fue que los
espermatozoides presentaran algin enroscamiento de la cola (hinchazon) si fue asi entonces
tienen membrana funcional, al contrario, aquellos cuya cola es recta no tienen membrana
plasmatica funcional (Jeyendran et al., 1984).

En esta prueba se realizd una modificacion ya que los espermatozoides con esta dilucién no
mostraron enroscamiento en la cola, asi que se realiz6 la siguiente dilucion 1:5 en agua destilada,

se deja 5 minutos y se agrega una gota de glutaraldehido al 0.4% (Partyka et al.,2012).

5.4.7 Integridad del acrosoma

Para esta prueba se empleé la técnica Barth y Oko,(1989) que consiste en la fijacion en
glutaraldehido y la microscopia de contraste de fases para poder observar el acrosoma. Se
mezclaron 100 pL del semen diluido 1:100 con 100 uL de glutaraldehido al 0.4%, en un tubo

eppendorf posteriormente se coloco una gota de esta mezcla en un portaobjetos y encima un
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cubreobjetos; se observé en un microscopio de contraste de fases con el objetivo de 100x y
aceite de inmersion. Se realizo un conteo 200 células considerando que las que tengan un borde
apical liso y bien definido se consideraron células con acrosoma intacto, las que presenten el
borde apical rugoso, incompleto, ausente o con formaciones tipo crater, se consideraran células

con acrosoma dafiado, la cantidad de cada tipo se expresaron en porcentaje.

5.5 Enfriado y tratamientos de melatonina (MLT)

En esta parte comenzamos con la primera dilucién, la cual se adiciono el diluyente de
congelacion Tris-Yema de huevo con glicerol (8%) en una proporcién 1:1 (v/v) lentamente y
cada 10 minutos en pequefias fracciones para minimizar el estrés osmotico; la concentracion
final de espermatozoides y glicerol sera 200 x10° células/ml y 4% de glicerol. En este momento
se agregaron los tratamientos de melatonina (MLT), los cuales se probaron 3 tratamientos: i) 0,
if) 1.5y iii) 3.5 mM; pasados 10 minutos de la adicion de MLT se reviso la motilidad progresiva
para asegurarse de que los espermatozoides permanecen viables hasta este momento de la
agregacion de melatonina.

Enseguida, los espermatozoides diluidos fueron empacados en pajillas de plastico de 0.25
ml, las pajillas (previamente identificadas con fecha y el nimero de macho) fueron selladas con
alcohol polivinilico (PVA), y se dejaron 5 minutos en agua para que se formara el tapén.  Las
pajillas fueron transferidas a un recipiente especial con agua, en el que cada pajilla se coloco
dentro de un cilindro en posicion vertical, de tal forma que las pajillas se mantienen separadas
unas de otras, secas y a la temperatura del recipiente con agua. Toda esta etapa se realizd a una

temperatura de cuarto 24°C aproximadamente (Jiménez et al.,2015).

5.6 Congelacion

Inmediatamente después, el recipiente con las pajillas fue introducido en un refrigerador

comun; a una temperatura de enfriado a 5°C se el cual se llevd a cabo en un periodo de 2-3
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horas. Cuando las pajillas se encontraban a una temperatura de 5°C, fueron expuestas a vapores
de nitrégeno durante unos 15 minutos, posteriormente fueron sumergidas en nitrégeno liquido
y almacenadas en un tanque de nitrégeno (minimo un mes) hasta su descongelacion. Se

congelaron 3 pajillas de cada tratamiento de MLT (Vazquez et al.,2001).

5.7 Descongelacion de las pajillas

Las pajillas fueron extraidas del tanque de nitrégeno e inmediatamente después fueron
sumergidas en un bafio maria a una temperatura de 37°C por 30 segundos, el contenido de cada
pajilla fue depositado en un tubo de ensayo vacio en el bafio maria; 10 minutos después se
realizé una dilucién 1:10 de solucién salina fisioldgica (espermatozoides descongelados: SSF)

para evaluar las variables descritas anteriormente (Corredor et al., 2014).

5.8 Analisis estadistico de los datos

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el programa estadistico SPSS v15.0
(Chicago, 2006).
Los datos fueron analizados mediante ANOVA y prueba de Tukey, las cuales ayudan a
comparar la varianza entre las medias de diferentes grupos y de ser el caso, comparar entre
estas medias que difieren, previamente, los datos fueron transformados al arcoseno para

normalizarlos.

Los resultados fueron expresados con la media + error estdndar de la media. El nivel de

significancia fue establecido en P<0.05.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Caracteristicas del semen fresco

Las muestras de espermatozoides frescos presentaron resultados inferiores a (P> 0.05) en los
pardmetros de volumen de 2.3 + 0.20, motilidad masal de 3.0 + 0.0 el porcentaje de motilidad
progresiva fue 87.5 + 1.17 con el porcentaje morfoanomalias normales de 85.2 + 1.11, se

muestran los resultados en el Cuadro 3.

Uno de los principales lugares donde se almacenan los espermatozoides es en la cola del
epididimo, esto permite que las células permanezcan viables y moviles por varias semanas
Alberts et al., (2006).

Garcia (2015) menciona que el obtuvo resultados inferiores en el analisis del semen fresco,
teniendo un volumen (ml) de 0.9 + 0.3 analizando este trabajo se obtuvo un volumen superior
de 2.3 £ 0.20, él tuvo una motilidad masal de 2.3 + 0.3 en este trabajo se obtuvo superior
motilidad masal de 3.0 + 0.0, el obtuvo una motilidad progresiva de 40.6 + 2.3 y en este trabajo

se obtuvo un resultado superior de 87.5 + 1.17.

Llivi (2015) menciona que él tuvo un porcentaje de morfoanomalias normales de 89 %y en

este trabajo se obtuvo un resultado menor el cual fue de 85.2% de morfoanomalias normales.

Cuadro 3. Caracteristicas del semen fresco

Macho Volumen Motilidad Motilidad Morfoanomalias Morfoanomalias Morfoanomalias
(ml) masal progresiva Normales Primarias Secundarias
(%) (%) (%) (%)

1 2.9 10.68 3.0+00a 88.043.00 a 85.311.414a 8.5611.62 a 6.1+157a

2 1.8£0.12 30x00a 861245 a 80.3t2.74 a 13.5¢2.54 a 5.4+0384a

3 2.4+0.24 3.0x00a 89+1.87 a 87.4+2.054a 9+1.19a 3.5+108a

4 2.9+0.29 3.0+0.0a 87+255a 88.1+0.76 a 8.611.12 a 3.2+081a
Media General 2.5+0.20 3.0+0.0a 87.5t1.17 a 85.2+1.11a 9.9+0.92 a 45520.58a

Valores con diferentes letras dentro de la misma columna difieren estadisticamente (P>0.05).
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Respecto a la calidad inicial del semen utilizado (media + error estandar) para la realizacion
del presente andlisis seminal se obtuvieron 20 muestras, se obtuvo una integridad del acrosoma
en porcentaje de 43.8 + 2.47 con una concentracion espermatica x 10%/ml de 5478.1 + 398.70
con un porcentaje de viabilidad E/N de 80 + 1.06 y con un porcentaje de funcionalidad de la
membrana plasmatica tras la prueba de Host de 72.22 + 4.18, se muestran los resultados en el

cuadro 4.

Garcia (2015) menciona que obtuvo un resultado mayor el cual fue de 67.9 = 3.1y en este
trabajo se obtuvo un resultado menor de 43.8 + 2.47 el obtuvo una viabilidad de E/N menor de
68.1 £ 1.6, sin embargo, en este trabajo se obtuvo una viabilidad de E/N favorable de 80 + 1.06
y por altimo una funcionalidad de la membrana plasmatica obtuvo un promedio bajo el cual fue
de 67.9 £ 3.1y en este presente trabajo que se realiz6 se obtuvo un resultado mayor el cual fue
de 72.22 £ 9.18.

Cuadro 4. Caracteristicas del semen fresco

Funcionalidad de
la membrana

Integridad del Concentracion Viabilidad plasmatica
Macho Volumen Acrosoma espermatica EN Host
x 105/m1 (%) (%)
1 2.9 +0.68 52.0x8.74a 6153.33£899.07 a 81.6£2.00a 78.0x4.87a
2 1.8+ 0.12 36.8+x2.11a 6130+ 1049.20 a 77.31.68a 60.3+153a
3 2.4+0.24 42+1.17a 4668+ 681.64 a 78.3+2.42 a 73.3+3.75a
4 2.9+0.29 43.9+1.30a 5492+ 757.59a 83.2+1.76 a 77.3+£3.75a
Media General 2.5+0.20 43.8+2.47 a 5478.1+ 398.70 a 80.1+ 1.06 a 72.22+4.18a

Valores con diferentes letras adentro de la misma columna difieren estadisticamente (P>0.05).

E-N= Eosina Nigrosina, ML= Mililitros, Host= Prueba hiposmotica
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6.2 Caracteristicas de los espermatozoides caprinos al descongelado adicionados con
melatonina.

La calidad espermética de espermatozoides caprinos de la raza Saanen al descongelado
adicionados con melatonina (media * error estandar), se contemplaron 3 tratamientos , T1 0.0
de melatonina que es el testigo, T2 1.5 de melatonina, T3 3.5 de melatonina, en el (cuadro 5)
se muestra que hubo una tendencia en el T2 en la variable de motilidad masal 1.4 +0.29y T3
en la variable motilidad masal 1.5 + 0.21, en las demas variables se muestras los valores

obtenidos en la descongelacion y observamos que no hubo diferencias significativas (P<0.05).

Cuando el semen es sometido a un proceso de congelacion presenta un abatimiento de calidad
espermatica, que se manifiesta principalmente en una disminucién de la motilidad masal como
lo menciona Galian et al. (2021) ya que el obtuvo un resultado de 3.5 + 0.2 en la motilidad masal
en cuanto a este estudio del T2 y T3 el resultado fue superior al de él con 1.2 + 0.29y 1.2 +
0.21.

Como se observa en el cuadro 5, no hubo diferencias significativas por lo cual se puede
observar que la melatonina no tuvo una reaccion en los 3 tratamientos de las siguientes variables:
Motilidad progresiva, viabilidad, funcionalidad de la membrana plasmaética y la integridad del

acrosoma (Casao et al.,2010) menciona que la membrana plasmatica no parece ser afectada.

Cuadro 5. Caracteristicas de los espermatozoides caprinos al descongelado adicionado

con melatonina

Tratamiento de Motilidad Motilidad Viabilidad Funcionalidad Integridad
Melatonina Masal Progresiva E/N De la membrana del acrosoma
(miM) (%) (%) Plasmatica MCF
HOST (%) (%)
0.0 1.2820.03 a 365+1.37a 50.2+2.04a 52.7+1.49a 71.1+1.65a
15 1.4+0.29b 40.2+10.65a 495+15.25a 522+13. 3a 70..3+10.8a
35 1.5+0.21b 40.4+8.86a 487 +15.20a 521+12. 4a 71.3+9.85a

Valores con diferentes letras dentro de la misma columna difieren estadisticamente (P>0.05).

E/N= Eosina Nigrosina, Host= Prueba de hinchamiento hiposmotico, MCF= Microscopio con contraste de fases,

mM= Milimolar.
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6.3 Caracteristicas de los tratamientos entre los machos

Tras el andlisis de los distintos tratamientos de melatonina al descongelado se observé que
no hubo diferencias en los tratamientos entre machos, en cambio hubo una tendencia (P= 0.07)
en la integridad del acrosoma en el tratamiento 2, lo cual quiere decir que el antioxidante en este
caso la melatonina favorecié al tratamiento 2 del macho 2. Por otra parte, el T1y T3 no se
mostro alguna diferencia significativa lo cual pudo deberse al proceso del descongelamiento y
los espermatozoides debieron a ver sufrido un choque térmico, los datos son promedios * error

estandar de la media.

Garcia (2015) menciona que el obtuvo una integridad del acrosoma al descongelar mayor
que al de muestro analisis con una integridad de 83.6 por otra parte nosotros obtuvimos un

analisis menor que al del 76.06.

Cuadro 6. Caracteristicas de los tratamientos entre machos

Tratamiento Macho Motilidad Motilidad Viabilidad Funcionalidad Integridad
De Masal Progresiva E-N Dela Del
melatonina (%) (%) Membrana  Acrosoma
(mM) Plasmatica MCF

(%) (%)
1 1 1.40 a 33.0a 46.6 a 476 a 76.4 a
1 2 1.26a 34.0a 47.7 a 528a 76.3 a
1 3 1.20a 39.3a 49.6 a 586a 65.2 a
1 4 1.20a 40.0a 56.9a 518a 6d.4a
2 1 1.63a 39.0a 45.54a 45.8a 74.6a
2 2 1.36a 35.8a 46.4a 46.6a 76.06 b
2 3 1.40 a 42.0a 48.3 a 59.6a 65.2a
2 4 1.50a 44.0a 57.7a 570a 65.4 a
3 1 1.63a 37.6a 428 a 449 a 71.8a
3 2 1.40 a 36.8a 49.1 a 50.8a 783 a
3 3 1.50 a 42,6 a 48.2 a 57.0a 65.3 a
3 4 1.40 a 44,6 a 54.5a 55.8a 69.8 a

Valores con diferentes letras dentro de la misma columna difieren estadisticamente (P>0.05).

Mm=Milimolar, E/N=Eosina Nigrosina, MCF= Microscopio con contraste de fases.
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VII. CONCLUSION

Las diferentes concentraciones de melatonina utilizadas en esta investigacion (0, 1.5,
3.5 um) no tuvieron ningdn efecto al utilizarse como antioxidante en la crioconservacion
de semen de macho caprino, sin embargo, hubo una tendencia de P=0.07 en el T2 en la
variable de integridad del acrosoma con un valor de 76.06 %. Por ello no se descarta que
el uso de melatonina favorece como aditivo del diluyente de congelacion. Por lo tanto,
es necesario realizar mas estudios para conocer la concentracion ideal de melatonina,
que permita aumentar los porcentajes de la motilidad, viabilidad, funcionalidad de la

membrana plasmatica e integridad del acrosoma en espermatozoides descongelados.
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