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SUMMARY

Background: Prior to freezing goat semen, it is necessary to perform seminal washing by centrifugation to
eliminate Phospholipase A, with the consequent loss of elements involved in maintaining sperm functions.
Objective: Determine the adequate concentration of egg yolk (YH) for freezing goat semen in a lyophilized diluent
based on Tris-glucose and citric acid, without performing seminal washing by centrifugation. Methodology:
ninety ejaculates were evaluated with 12 replicates, collected twice a week by means of Artificial Vagina. Volume,
motility, concentration, viability and total pathologies were measured. The fit ejaculates were united and divided
into five portions, each one received the corresponding diluent: Tris-glucose-Ac. Citrus with YH (2.25%, 3.37%,
4.45% and 5.65%) and the control diluent containing lactose-skimmed milk (DC). The final sperm concentration
in the samples was 1.5 x 109 mL™. The equilibrium period was carried out at 5°C for 2 h. Subsequently, it was
frozen in 0.1 mL tablets in nitrogen vapors, and stored for 7 d in liquid nitrogen, thawed at 37°C and the percentages
of motility (30 min, 120 min and 240 min), viability and total pathologies (30 min and 120 min) were determined.
The diluents were compared using a Binary Logistic Regression model. Results: YH (4.45%) and DC had the
highest probability (P <0.05) of matility at all times. The highest probability (P <0.05) of viability was for YH
(4.45%), and the lowest probability (P <0.05) of total pathologies for 4.45% YH and DC, at 30 min and 120 min.
Implications: In the freezing of goat semen, it is possible to eliminate the seminal washing process by
centrifugation. Conclusion: Goat semen can be frozen in a Tris-based lyophilized extender with 4.45% egg yolKk,
without performing seminal washing by centrifugation.
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RESUMEN
Antecedentes: Previo a la congelacion del semen caprino, es necesario realizar el lavado seminal por
centrifugacion para eliminar la Fosfolipasa A, con la consecuente pérdida de elementos involucrados en el
mantenimiento de las funciones del espermatozoide. Objetivo: Determinar la concentracion de yema de huevo
(YH) adecuada, para la congelacién del semen caprino en un diluyente liofilizado a base de Tris-glucosa y acido
citrico, sin realizar el lavado seminal por centrifugacion. Metodologia: se evaluaron 90 eyaculados con 12 réplicas,
colectados dos veces por semana mediante Vagina Artificial. Se midieron volumen, motilidad, concentracion,
viabilidad y patologias totales. Los eyaculados aptos, fueron unidos y divididos en cinco porciones, cada una
recibid el diluyente correspondiente: Tris-glucosa-Ac. Citrico con YH (2.25%, 3.37%, 4.45% y 5.65 %) y el
diluyente control conteniendo lactosa-leche descremada (DC). La concentracion espermatica final en las muestras
fue de 1.5 x 10° mL%. Se realizé el periodo de equilibrio a 5°C durante 2 h. Posteriormente se congelo en pastillas
de 0.1 mL en vapores de nitrégeno, y se almacenaron por 7 d en nitrédgeno liquido, se descongelaron a 37°C y se
determinaron los porcentajes de motilidad (30 min, 120 min y 240 min), viabilidad y patologias totales (30 min 'y
120 min). Los diluyentes fueron comparados mediante un modelo de Regresion Logistica Binaria. Resultados:
YH (4.45%) y DC presentaron la mayor probabilidad (P<0.05) de motilidad en todos los tiempos. La mayor
probabilidad (P<0.05) de viabilidad fue para YH (4.45%), y la menor probabilidad (P<0.05) de patologias totales
para 4.45% YHy DC, a 30 miny 120 min. Implicaciones: En la congelacion del semen caprino es posible eliminar
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el proceso de lavado seminal por centrifugacion. Conclusién: EI semen caprino puede congelarse en un diluyente
liofilizado a base de Tris con 4.45% de yema de huevo, sin realizar el lavado seminal por centrifugacion.
Palabras claves: Semen caprino; crio-preservacion; plasma seminal.

INTRODUCCION

El semen del macho caprino a diferencia de otras
especies, posee un alto contenido de Fosfolipasa A,
enzima que se produce en las glandulas
bulbouretrales y actda sobre las lecitinas de la yema
de huevo o los lipidos residuales de la leche
(Nethenzheni et al., 2021; Tibary and Manar, 2018),
ambos son adicionados al diluyente como
protectores de la membrana espermatica contra el
choque frio (5°C) y actlan durante el periodo de
equilibrio previo a la congelacién. La reaccion
enzimatica que se produce origina acidos grasos
libres, lisolecitinas y fosfolipidos, sustancias que
producen la coagulacion del medio y tienen efecto
espermicida, originando reduccion en la motilidad,
inmovilizacién y muerte espermatica (Gangwar et
al., 2016).

Este efecto negativo, puede suprimirse realizando el
lavado por centrifugacion, donde se elimina la
fosfolipasa A, pero también se pierden los elementos
presentes en el plasma seminal (proteinas, enzimas,
sales, fructosa, etc.) necesarios para mantener las
funciones del espermatozoide (Anand et al., 2017;
Sharma and Sood, 2019). Ritar and Salamon (1982),
en un medio a base de Tris-glucosa-acido citrico, sin
realizar el lavado seminal, lograron minimizar el
efecto de esta reaccion enzimatica utilizando bajos
porcentajes de yema de huevo.

La liofilizacion constituye la forma mas apropiada
para conservar un diluyente, aunque durante este
proceso las proteinas experimentan
desnaturalizacién por enfriamiento. Una vez
concluida, se logra estabilidad fisica, quimica y
bioldgica por periodos prolongados. Sin embargo, el
éxito del procedimiento depende de la seleccion de
los componentes y la asociacion de sus propiedades
fisicas (Remmele et al., 2012).

Los diluyentes contienen compuestos similares que
obedecen a principios basicos, validos para todas las
especies, el proceso de crioconservacion requiere de
la seleccion adecuada de cada componente y en la
proporcion precisa, sin olvidar que cada especie
requiere un protocolo especifico acorde a sus
particularidades (Sharma and Sood, 2020).

El objetivo del presente trabajo es determinar la
concentracion de yema de huevo (YH) adecuada,
para la congelacion del semen caprino en un
diluyente liofilizado a base de Tris-glucosa y &cido
citrico, sin realizar el lavado seminal por
centrifugacion.

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio
de Tecnologia del Semen del Centro de
Investigaciones para el Mejoramiento Animal de la
Ganaderia Tropical (CIMAGT), ubicado en La
Habana, Cuba.

Animales

Se utilizaron como donantes del esperma,
sementales caprinos de las razas Saanen (2), Alpina
(3) y Boer (6), con una edad entre 3 afios a 5 afios,
estabulados, ubicados individualmente y con una
alimentacion controlada y estable, a base de
concentrados (1 kg diario/animal,) forraje verde (5
kg diarios/animal 2 veces al dia), sales minerales y
agua ad libitum.

Colecta y evaluacion del semen

Fueron procesados 90 eyaculados en 12 réplicas, la
colecta de semen se realiz6 dos veces por semana
mediante Vagina Artificial, siempre en presencia de
una hembra en celo; inmediatamente despuées se
valor6 el volumen (mL) mediante colector graduado,
la motilidad (%) por valoracion al microscopio con
un aumento de 40x, la concentracion espermatica (x
10%/mL) mediante conteo en camara de Newbauer,
la viabilidad (% de vivos) por tincién con eosina-
nigrosina y las patologias totales (%), utilizando un
microscopio de contraste de fase. Los eyaculados
clasificados como aptos para ser procesados
(volumen > 0.5mL; motilidad > 80%; concentracion
espermatica >3000 x 10%/mL; viabilidad > 80% y
patologias totales <20%), fueron unidos en un pool
el cual fue dividido en cinco porciones.

Diluyoconservadores

Se utiliz6 un diluyente liofilizado no comercial (D)
a base de Tris (4.4g), Acido Citrico (2.3g), Glucosa
(0.74g) y Glicerol al 6% (v/v), con cuatro
concentraciones de yema de huevo (D1:2.25%;
D2:3.37%; D3:4.45% y D4:5.65%); y el diluyente
control (DC), compuesto por lactosa (4g), leche
descremada (10g), DMSO al 0.2% (v/v) y Glicerol
al 6% (v/v); en todos los diluyentes se utilizo, la
combinacion penicilina con estreptomicina (1000 Ul
mL? y 1000 mg mL?, respectivamente), como
antimicrobianos. ElI volumen de cada medio
liofilizado fue restituido, con agua destilada a 37°C.
Cada porcion de eyaculado recibié el diluyente
correspondiente segun los calculos realizados para la
dilucién y segun el método de congelacion a utilizar
(lavado por centrifugacion o no).
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Dilucién del semen

Cuando se utilizé el diluyente liofilizado a base de
Tris-Glucosa-Acido Citrico-Glicerol y yema de
huevo, en sus cuatro concentraciones, el semen fue
diluido lo mas réapido posible después de la colecta,
segln los calculos de dilucién, sin realizar lavado.
Cuando se utilizo el diluyente liofilizado a base de
lactosa-leche descremada y glicerol (DC), después
de la evaluacion del eyaculado, se eliming el plasma
seminal mediante el lavado por centrifugacién (2500
rpm, durante 15 min.) en solucion ODT (Duverger et
al., 1985) en una relacion de volumen 1:9 (v/v;
semen:ODT), posteriormente se descart6 totalmente
el sobrenadante, utilizando una pipeta Pasteur y se le
afiadio el diluyente segun los calculos de dilucion.
La concentracién espermatica en todas las muestras
fue de 1.5 x 109 mL™.

Periodo de equilibrio

Inmediatamente después de la dilucién, se coloco
cada muestra en un recipiente con agua a 37°C y se
trasladaron al refrigerador a 5°C durante 2 h para el
descenso gradual de la temperatura.

Congelacién del semen

La congelacién del semen se realiz6 en pastillas de
0.1 mL en vapores de nitrégeno, por goteo sobre una
placa de acrilico situada a 4 cm de la superficie del
mismo, transcurrido 2 min., las pastillas de semen
congeladas fueron depositadas en un glover
previamente identificado (cédigo del semental, fecha
de congelacidn, especie, medio de congelacion, # de
dosis) y almacenadas en un termo con nitrogeno
liquido hasta su descongelacién.

Descongelacion

Se utilizé un bafio Maria con control de temperatura,
se depositd una pastilla de cada muestra congelada
en un tubo de ensayo con 1mL de solucién
descongelante (Citrato de Sodio al 1.94% y Bromuro
de Potasio al 0.66%) a 37°C, agitandose hasta su
descongelacion.

Evaluacion del semen descongelado (Test de
incubacion)

Las muestras permanecieron en Bafio Maria a 37°C
para determinar porcentaje de motilidad (30 min,
120 min y 240 min), porcentaje de espermatozoides
vivos (viabilidad) y porcentaje de patologias
espermaéticas totales (30 min y 120 min).

Analisis estadistico

Las variables motilidad, viabilidad (vivos) y
patologias totales se analizaron utilizando un modelo
de regresion logistica binaria mediante el software
estadistico Minitab 19 (2019), ajustandose un
modelo con dos predictores categoricos: el diluyente
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y el tiempo transcurrido, y como variable de
respuesta la opcién de que el espermatozoide
presente motilidad, viabilidad (% de vivos) y
patologias (%).

La probabilidad de ocurrencia de dichos eventos se
determiné mediante el siguiente modelo:

P(respuesta)=exp(Y") / (1 + exp(Y"))

Donde: P(respuesta), es la probabilidad de que haya
motilidad, viabilidad (vivos) o patologias en el
semen;

Y’ es una modelo lineal de regresion con n; +
1parametros, en donde n; corresponde al i-ésimo
numero de niveles para los tipos de diluyentes y los
tiempos.

Para determinar si existe diferencia entre las
predicciones para cada uno de los modelos, se utilizé
el intervalo de confianza de cada una de dichas
predicciones.

Se graficaron los porcentajes promedio para cada
nivel de concentracion del diluyente en los diversos
tiempos probados, agregando al grafico la tendencia
de regresién que mas se ajusta al comportamiento de
la variable de respuesta en cada caso.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1, se compara la probabilidad de
motilidad espermética post descongelacion entre los
diluyentes a base de YH en sus cuatro diferentes
concentraciones y el DC durante el test de
incubacion; a los 30 min, la mayor probabilidad (P<
0.05) de motilidad se presentd con la concentracion
de 4.45% de YH y el Control (0.39 y 0.37,
respectivamente), la probabilidad de motilidad para
las concentraciones de 2.25% y 5.65% (0.34 y 0.33,
respectivamente) fueron iguales (P>0.05) y menores
que los tratamientos anteriores, la concentracion de
5.65% presento6 la menor motilidad (0.30). A los 120
min la tendencia de respuesta fue similar, excepto
porque la probabilidad de motilidad con la
concentracion de 4.45% fue superior (P<0.05) que la
obtenida con el control (0.37 y 0.34,
respectivamente). A 240 min la tendencia de
respuesta fue igual que a 120 min, aunque con
tendencia a disminuir en todos los tratamientos.

En la Figura 2, se muestra la tendencia del
comportamiento de la concentracion de yema de
huevo sobre el porcentaje de motilidad espermatica
durante el test de incubacidn; a los 30 min y 120 min,
la respuesta fue cuadrdtica, incrementandose la
motilidad de la concentracién del 2.25 % hasta su
punto mas alto cercano al 4.45% de concentracion,
para luego descender al nivel de concentracion de
YH (5.65%). Este comportamiento se mantuvo a 120
min (31.67%, 31.67%, 35.83% y 26.25%) y a 240
min la motilidad presentd tendencia cubica (22.5%,
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20.83%, 30.0% y 20.24%) para D1, D2, D3 y D4,
respectivamente.

En la Figura 3, se compard la probabilidad de
viabilidad espermatica post descongelacidn entre los
diluyentes a base de YH en sus cuatro diferentes
concentraciones y el DC durante el test de
incubacién. La mayor probabilidad (P<0.05) de
viabilidad espermatica a 30 min fue para D3 (4.45%
YH), seguida de D2 (3.37% YH), que result6
estadisticamente superior (P<0.05) que DC, D1
(2.25% YH) y D4 (5.65% YH), que a su vez
resultaron estadisticamente iguales entre si. La
concentracion 2.25% de YH (menor) y 5.65% de YH
(mayor) mostraron la probabilidad de viabilidad
espermatica mas baja. EI comportamiento para la
viabilidad espermatica que se observd en las
diferentes concentraciones a 30 min, se mantuvo a
120 min.

En la Figura 4, se muestra la tendencia del
comportamiento de la concentracion de yema de
huevo sobre el porcentaje de viabilidad espermética
durante el test de incubacion, la tendencia en 30 min
y 120 min fue cuadratica, se observa que en la
medida que se incremento el nivel de YH, aument6
el porcentaje de viabilidad espermatica post
descongelacion  (34.5%, 38.33% y 44.08%
respectivamente). Sin  embargo, cuando la
concentracion fue de 5.65% YH, la viabilidad
disminuye (35.33%). El comportamiento de la
viabilidad esperméatica se mantuvo a 120 min
(30.66%, 33.83%, 41.41% y 30.5%) para D1, D2,
D3y D4, respectivamente.

En la Figura 5, se compard la probabilidad de
patologias espermaticas totales post descongelacion
entre los diluyentes a base de YH en sus cuatro
diferentes concentraciones y el DC durante el test de
incubacion, a 30 min, la menor probabilidad de
patologias espermaticas totales se corresponde con
D3 (4.45% YH) y DC (Control), quienes entre si,
fueron estadisticamente iguales (P>0.05) seguidos
de D2 (3.37% YH), D1 (2.25% YH) y D4 (5.65%
YH) con mayor probabilidad de patologias totales.
Este mismo comportamiento se present6 a 120 min.

En la Figura 6 se muestra el comportamiento de la
concentracion de yema de huevo sobre el porcentaje
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de patologias espermaticas totales durante el test de
incubacion. A los 30 min, se observa que en la
medida que se incremento el nivel de YH (2.25%,
3.37% y 4.45% respectivamente), disminuy6 el
porcentaje de patologias espermaticas totales post
descongelacién (36.25%, 30.25% y 20.25%,
respectivamente); para luego incrementarse al valor
mas elevado (42.83%), precisamente con D4 que
coincide con la mayor concentracion de YH
(5.65%), este comportamiento se mantuvo a 120 min
(31.67%, 31.67%, 35.83% y 26.25%), para D1, D2,
D3y D4, respectivamente.

Al analizar el comportamiento de la motilidad y
viabilidad espermatica post descongelacion entre los
diluyentes a base de YH en sus cuatro diferentes
concentraciones, se observa que los porcentajes mas
bajos son para el nivel 2.25% de YH (D1), al
respecto Yodmingkwan et al. (2016), en un medio a
base de Tris con 2.5% de YH, observan resultados
post descongelacién muy inferiores a los obtenidos
en el presente estudio para motilidad (9.93%) y
viabilidad espermética (10.38%), los cuales lo
adjudican a la baja concentracién de YH utilizada,
sin embargo, pudiera estar mas relacionado con el
bajo porcentaje de glicerol (crioprotector)
incorporado (1.4%), que es muy inferior a al
recomendado por la literatura internacional (5% -
8%) para la crioconservacion del semen de esta
especie (Boveda et al., 2020; Sharma and Sood,
2020b). Gojen et al. (2016), declaran porcentajes de
motilidad y viabilidad mas elevados que los
nuestros, con un diluyente de composicion similar y
2.5% de YH comparado con 5.0%, 7.5% y 10%); esta
divergencia de criterios podria explicarse teniendo
en cuenta que D1, D2, D3 y D4 fueron liofilizados y
se conoce que durante la liofilizacion, pueden
perderse hasta el 50% de las propiedades protectoras
del producto (Watson, 1976) debido a la naturaleza
altamente energética del proceso, donde se producen
cambios de composiciéon en los biomateriales a
preservar, lo que hace que las muestras procesadas
sean vulnerables a la desnaturalizacién (Merivaara et
al., 2021; Remmele et al., 2012). Analizando estos
criterios es posible que concentracion de 2.25% de
YH (D1) sea insuficiente para brindar proteccion
contra el choque frio durante el periodo de equilibrio
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Figura 1. Efecto de la concentracion de YH y DC sobre la probabilidad de motilidad espermatica durante el test
de incubacidn. Letras diferentes dentro de cada tiempo indican diferencia significativa (P<0.05).
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Figura 2. Comportamiento de la concentracion de yema de huevo sobre el porcentaje de motilidad espermética
del semen caprino congelado-descongelado, durante el test de incubacién (30 min, 120 min y 240 min).

y esto explicaria los bajos porcentajes de motilidad
(33.7%, 31.6% y 22.5% a los 30 min, 120 min y 240
min, respectivamente) y viabilidad espermatica
(34.5% y 30.6% a 30 min y 120 min) obtenidos en el
test de incubacidn post descongelacion con el D1.

Al analizar el D2, que presenta un 3.37% de yema de
huevo, los resultados para motilidad y viabilidad
espermatica post descongelacion se incrementan, al
parecer esta concentracion le confiere a la membrana
espermatica, cierta proteccion, pero an insuficiente.
Sin embargo, al continuar incrementando hasta
4.45% de yema de huevo (D3), se presentan los
porcentajes mas elevados asi como la mayor
probabilidad para ambos parametros (motilidad y
viabilidad espermatica) y los valores de patologias
totales mas bajos, lo que demuestra que es el nivel
adecuado que le confiere la proteccién necesaria
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contra el choque frio y a su vez la reaccién
enzimatica entre la fosfolipasa A y la lecitina de la
yema de huevo se estd produciendo porque ambas
estan presentes pero a nivel tal que no causa el
deletéreo de la poblacion espermatica. Resultados
similares fueron obtenidos por Yimer et al. (2014),
quienes utilizaron 2.5%, 5% y 10% de yema de
huevo para la congelacion de semen caprino en
pajuelas sin realizar lavado seminal y observan un
incremento en los porcentajes de motilidad y
viabilidad espermética conforme se incremento el
nivel de yema de huevo, esto pudiera explicarse
porque una de las formas de minimizar la reaccion
enzimatica es ampliando la dilucion y en este caso la
pajuela de 0.25mL tiene concentracion espermatica
de 50 x 108, comparado con los 150 x 10% en un
volumen de 0.1mL de la pastilla, por lo que es
evidente que la concentracion de la enzima es menor
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Figura 3. Efecto de la concentracién de YH y el DC sobre la probabilidad de viabilidad espermatica durante el
test de incubacion Letras diferentes dentro de cada tiempo indican diferencia significativa (P<0.05).
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Figura 4. Comportamiento de la concentracion de yema de huevo sobre el porcentaje de viabilidad espermética
del semen caprino congelado-descongelado, durante el test de incubacion (30 min y 120 min).
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el test de incubacion. Letras diferentes dentro de cada tiempo indican diferencia significativa (P<0.05).
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Figura 6. Comportamiento de la concentracién de yema de huevo sobre el porcentaje de patologias espermaticas
totales del semen caprino congelado-descongelado, durante el test de incubacion (30 min y 120 min).

en la pajuela. Se han utilizado con éxito tasas de
dilucion de 1:1 — 1:23 (v/v; semen-diluyente),
aunque la mejor manera de diluir el semen, con fines
comparativos, es teniendo en cuenta la
concentracion de esperma (Purdy, 2006).

En el caso del D4, que se corresponde con la mayor
concentracion de YH (5.65%), se observa una caida
brusca en la motilidad y en la viabilidad espermatica,
asi como mayores porcentajes de patologias totales.
Este comportamiento podria estar influenciado por
la fosfolipasa A presente en el plasma seminal, que
hidroliza la lecitina de la yema de huevo y produce
acidos grasos v lisolecitina, los primeros, causan la
disminucion del pH del semen diluido, lo cual reduce
la viabilidad de los espermatozoides, mientras que la
lisolecitina tiene un efecto tdxico sobre la motilidad
de los espermatozoides y la integridad de la
membrana celular espermaética, lo que también
reduce la capacidad para fertilizar, esta reaccion
enzimatica es mas intensa en la medida que aumenta
la concentracion de YH (Dhaher y Aziz, 2021;
Moreno et al., 2021; Sharma y Sood, 2020).
Resultados similares fueron observados por Ferreira
et al. (2014), quienes sefialan que un 5% de YH
proporciond mejores resultados de motilidad y
viabilidad, en comparacién con el semen procesado

en un diluyente con un 10% de YH sin realizar
lavado seminal.

En el plasma seminal del caprino también se
encuentra una familia de proteinas aglutinantes de
esperma denominadas BSP, que son secretadas por
las vesiculas seminales (Manjunath, 2012); después
de la eyaculacion, se unen a la membrana
espermatica y comienzan a sustraer de la bicapa,
fosfolipidos y colesterol, ambos, componentes
asociados con la estabilidad de la membrana y que
determinan la resistencia de ésta al choque frio y la
congelacién (Peris-Frau et al., 2020). La proteccion
de la YH, es atribuida a sus lipoproteinas de baja
densidad (LDL), quienes inmediatamente después de
ladilucién, comienzan a secuestrar las proteinas BSP
del plasma seminal, disminuyendo la cantidad
disponible para unirse a la membrana espermatica y
por tanto se minimiza el efecto deletéreo que causan
por la salida del colesterol y fosfolipidos de la
membrana (Agossou y Koluman, 2018). Ademas,
los lipidos presentes en las LDL forman una barrera
que protege la membrana contra el choque frio y
reemplazan los fosfolipidos de la membrana que se
pierden continuamente durante el proceso de
congelacién-descongelacion, por lo que el
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mecanismo de proteccién de los espermatozoides
por la YH, implica el secuestro de las proteinas BSP
por las LDL presente en la YH, es decir una
interaccion proteinas BSP - lipoproteina (Zamiri,
2020).

En el DC, donde se realizo el lavado seminal por
centrifugacion, a 30 minutos post descongelacién, la
probabilidad para la motilidad espermatica fue
menor que D3, sin diferencias significativas entre
ambos (P>0.05) pero mayor que el resto de los
diluyentes, de los que difiere estadisticamente
(P<0.05). A los 120 min y 240 min la probabilidad
de motilidad disminuye, siendo estadisticamente
diferente (P<0.05), menor que D3 y mayor al resto
de los diluyentes. Sin embargo, en el caso de la
viabilidad espermatica, DC fue estadisticamente
igual (P>0.05) a D4 quien mostr6 la menor
probabilidad para este parametro comparada con el
resto de los diluyentes (P<0.05).

El disefio del DC presenta una combinacion de
crioprotectores penetrantes y no penetrantes
(glicerol, DMSO, lactosa y leche descremada), cada
uno de estos componentes juega un importante papel
en el proceso de crioconservacion. El glicerol y el
DMSO, al ser moléculas de bajo peso molecular, son
capaces de atravesar la membrana espermatica e
inducen la deshidratacion celular (Elliott et al.,
2017). La lactosa, es un azucar de alto peso
molecular que no puede difundirse a través de la
membrana plasmaética, pero igualmente propicia la
deshidratacion celular, lo cual disminuye la
probabilidad de formacion de hielo intracelular y
favorece la supervivencia espermatica a la
criopreservacion (Gangwar et al., 2016; Raju et al.,
2021). Por su parte, los lipidos de la leche, forman
una pelicula protectora en la superficie del esperma
y ademas reemplazan los fosfolipidos de la
membrana espermatica que se pierden o dafian
durante el proceso de criopreservacion (Manjunath,
2012), al tiempo que mantienen la viabilidad y la
motilidad de los espermatozoides, no solo durante el
choque frio del periodo de equilibrio, sino también
en la congelacién y descongelacion (Moura et al.,
2018; Pini et al., 2018). A pesar de los mecanismos
protectores que posee el DC, los resultados en los
pardmetros seminales post descongelacion, son
inferiores al D3, donde no se realiz6 el lavado por
centrifugacion para eliminar el plasma seminal.

El lavado seminal por centrifugacion puede afectar
la poblacién espermatica, los espermatozoides
dafiados o0 muertos en este proceso aumentan
significativamente la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Daramola, 2017; Silva
etal., 2021; Gojen et al., 2016; Tabarez et al., 2017),
y el sitio primario donde se manifiesta el dafio
inducido por estas, es la membrana plasmatica de los
espermatozoides, que experimenta  cambios
conformacionales en su integridad y propiedades
semipermeables, con la consiguiente pérdida de
motilidad (Aitiken, 2020; Kumar et al., 2019).
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Algunos autores coinciden con nuestro criterio de no
eliminar el plasma seminal, su presencia es
beneficiosa si en la criopreservacion se asocia al
componente adecuado y en la proporcion correcta
(Ugur et al., 2019; Nethenzheni et al., 2021).

El plasma seminal contiene gran cantidad de
enzimas antioxidantes que incluyen la superéxido
dismutasa y calalasa, quienes regulan Ia
sobreproduccion de ROS durante el descenso de la
temperatura y la congelacion (Kopeika et al., 2015;
Zamiri, 2020). Este sistema antioxidante actiia como
mecanismo de defensa para mantener la calidad del
esperma, y a través de sus enzimas antioxidantes
protege la estructura de la célula espermatica y
previene el aumento de anomalias derivadas del
proceso de crioconservacion (Baghel et al., 2016).

La composicion del diluyoconservador es
importante, y determina la calidad del semen
después de la descongelacién (Wahjuningsih et al.,
2019). En este estudio, los mejores resultados se
optienen con el D3 compuesto por Tris-acido citrico-
glucosa-glicerol-YH, cada uno de  estos
componentes tiene una funcién especifica vy
proporcionan los mecanismos de proteccion contra
los dafios producidos en el proceso de
crioconservacion. La combinacion  Tris-4cido
citrico, esta descrita como el mejor sistema tampon
en el diluyente para el semen caprino (Gangwar et
al., 2016; Sharma y Sood, 2019; Sharma y Sood,
2020). La glucosa, es un sustrato excelente que
proporciona la energia necesaria para el
metabolismo espermatico, al ser una molécula de
pequefio tamafio (monosacéarido), puede atravesar la
membrana y actuar como crioprotector interno,
minimizando la formacion de hielo intracelular lo
que conduce a una mayor viabilidad después de la
criopreservacion (Yodmingkwan et al.,, 2016 ;
Narwade et al., 2017; Zakiya et al., 2020). El
glicerol, es reconocido como el mejor crioprotector
y el més utilizado en esta especie, cuando ingresa al
interior de la célula espermética, se une a la molécula
de agua, provoca un estado de gel y produce un
descenso en el punto de congelacion lo que evita la
formacion de hielo intracelular, ademés favorece el
reordenamiento de lipidos y proteinas de la
membrana, lo que aumenta su fluidez, favorece la
deshidratacion a temperaturas mas bajas, y provee
una mayor capacidad para sobrevivir a la
criopreservacion (Hezavehei et al., 2018; Huang et
al., 2019; Silva et al., 2021). La concentracion de
YH al 4.45%, sugiere ser la mas adecuada y al
parecer es suficiente para bloquear las proteinas
BSP, a la vez que protege la membrana espermatica
contra el choque frio sin que la reaccion enzimatica
entre la fosfolipasa A y las lecitinas, cause el
deterioro de la poblacion espermatica, precisamente
por la baja concentracion de YH.

La motilidad espermatica post descongelacion, es el
mejor indicador para evaluar la calidad del semen
crioconservado y su habilidad de fertilizacion (Sun
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et al., 2020). En este sentido, los resultados varian
desde el 20% al 60% (Memon et al.,. 2013; Rahman
et al., 2018; Tekin y Daskin, 2016; Vidal et al.,
2013), la diferencia podria estar dada precisamente
en la presencia o no del plasma seminal.

En el presente experimento, no se realizd el lavado
seminal, con ninguna de las combinaciones del
diluyente a base de Tris, por lo tanto, todas las
muestras que contenian YH fueron congeladas en
presencia del plasma seminal. Se puede atribuir que
este fluido, resultado de secreciones de varios
organos del tracto genital masculino (epididimo,
préstata, vesiculas seminales y glandulas bulbo-
uretrales), tiene solamente la funcion de transporte
de esperma sin ningin otro papel biolégico
importante, pero la complejidad de su composicién,
(proteinas, azucares y lipidos), demuestra su mision
bioldgica, en el mantenimiento de las funciones
vitales de los espermatozoides post-eyaculacion,
para finalmente asegurar la fecundacién en la
hembra (Druart y de Graaf, 2018)

CONCLUSIONES

Es posible, la criopreservacion del semen caprino sin
realizar el lavado seminal por centrifugacion
utilizando un diluyente liofilizado a base de Tris-
Glucosa-Acido Citrico con 4.45% de yema de
huevo.
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