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ABSTRACT

The objective of this study was to adapt the seminal freezing protocol published by Thilmant in 1997 for the
porcine species, to the goat species, making changes in the critical points of the cryopreservation process that
can cause the greatest damage to the sperm cell. Thirteen goat ejaculates, corresponding to 8 bucks, were
frozen and thawed with this method, with modifications in the seminal wash (use of iodixanol to reduce
mechanical damage), in the use of Thilmant 1997 extender, in the addition of glycerol in 5 steps and in a
temperature drop curve controlled by a computer system. Thawing was done at 56 ° C, for 12 seconds. The
post-thaw semen quality results provided an average viability of 67,4%, an individual motility (MI) of 4,2, and
77,3% intact acrosomes in freshly thawed samples. They were subjected to a resistance test, and after 5 hours
at 37°C, 38,5% of the samples still had an average viability greater than 50% and a MI of 3,5. We conclude
that the Thilmant 1997 seminal freezing protocol can be adapted to the caprine species with good results in
post-thaw seminal quality.

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue el de adaptar el protocolo de congelacion seminal publicado por Thilmant en
1997 para la especie porcina, a la especie caprina, efectuando cambios en los puntos criticos del proceso de
crioconservacion que pueden ocasionar los mayores dafios en la célula espermatica. Se congelaron y
descongelaron con este método 13 eyaculados caprinos, correspondientes a 8 machos cabrios, con
modificaciones en el lavado seminal (empleo de iodixanol para reducir el dafio mecéanico), en el uso del
diluyente Thilmant 1997, en la adicion del glicerol en 5 pasos y en una curva de bajada de temperatura
controlada por un sistema informdtico. La descongelacion se realizo a 56°C, durante 12 segundos. Los
resultados en la calidad seminal postdescongelacion proporcionaron un promedio de viabilidad de 67,4%, una
motilidad individual (MI) de 4,2 y un 77,3% de acrosomas intactos en muestras recién descongeladas. Se las
sometio a un test de resistencia, y tras 5 horas a 37°C, el 38,5% de las muestras todavia presentaban una
viabilidad promedio superior al 50% y una MI de 3,5. Concluimos que el protocolo de congelacion seminal de
Thilmant 1997 puede ser adaptado a la especie caprina con buenos resultados en calidad seminal
postdescongelacion.

INTRODUCCION

El futuro de la inseminacion artificial (IA) en la especie caprina requiere de la criopreservacion seminal para
su completo éxito. Solo mediante la congelacion de los gametos masculinos y su preservacion a largo plazo
seran posibles tanto el traslado entre explotaciones distanciadas geograficamente como la conservacion para
el futuro del germoplasma de machos valiosos genéticamente. La técnica de criopreservacion empleada debe,
logicamente, proporcionar unos resultados optimos de calidad seminal post descongelacion, que permitan
elevadas tasas de fertilidad al ser utilizadas en inseminaciones artificiales. La congelacion de semen causa
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dafios ultraestructurales, bioquimicos y funcionales en los espermatozoides, resultando en una disminucion de
la viabilidad, motilidad (Leboeuf et al., 2000) y capacidad fecundante de los mismos, que conlleva a una
subsecuente tasa de fertilidad (31,2%, Ferrari et al., 1998; 40-45%, Gibbons, 2002; 18%, Vera et al., 2004)
inferior si la comparamos con los resultados que proporciona el uso de semen fresco (60-80%, Lorenzo et al.,
1997; 65-75% Greyling & Van der Nest, 2000). Estos dafios se ocasionan en las células espermaticas a lo largo
de todo el proceso de manejo de las mismas para su criopreservacion, siendo claves unos determinados puntos
criticos del proceso. Uno de estos puntos criticos es el dafio que el plasma seminal causa a los espermatozoides
cuando se utilizan en el proceso de congelacion diluyentes con una base de yema de huevo o de leche
descremada. El problema reside en la secrecion de un enzima, presente en el plasma seminal, secretada por las
glandulas bulbouretrales, que hidroliza la lecitina de la yema de huevo a acidos grasos y lisolecitina (Iritani &
Nishikawa, 1963), toxicos para los espermatozoides. En el caso de la leche descremada una fraccion de una
proteina llamada SBUIII, producida también por las glandulas bulbouretrales, es capaz de hidrolizar
componentes de la leche produciendo productos toxicos para los espermatozoides (Nunes et al., 1982) por
hidroélisis de los triglicéridos de la leche (Pellicer-Rubio & Combarnous, 1998). Para evitar estos dafios, el
semen es centrifugado con el fin de eliminar el plasma seminal. Pero el proceso de centrifugacion es en si
mismo otro punto critico que puede dafiar a los espermatozoides, debido a la compactacion que sufren estos
contra las paredes del tubo de centrifuga (Waite, 2007).
Ademas del lavado seminal son puntos criticos importantes en el proceso de criopreservacion la adicion del
crioprotector interno, cuya concentracion va a determinar la velocidad de paso del agua a través de las
membranas celulares (Avila-Portillo et al., 2006), la velocidad de bajada de la temperatura, la cual puede
causar dafos en la estructura celular por formacion de cristales de hielo (Purdy, 2006), la composicion del
diluyente utilizado a lo largo de todo el proceso que va a proporcionar energia y protectores a las células
espermaticas (Vera, 2009), y no menos importante la forma de descongelacion de la pajuela, mediante la cual
se va a restaurar el metabolismo celular (Tabarez-Rojas, 2015).
En otras especies, como la porcina, el proceso de congelacion seminal se lleva a cabo con un protocolo
determinado y una bajada de temperaturas controlada mediante un programa informdtico, (Thilmant, 1997)
resultando adecuadas tasas de viabilidad y motilidad espermatica.
El objetivo de este trabajo ha sido adaptar el protocolo de congelacién seminal porcina publicado por Thilmant
en 1997 a la especie caprina, con especial énfasis en los puntos criticos del proceso, para comprobar si es un
método valido para la criopreservacion del semen caprino.
Los puntos criticos considerados fueron:
= Punto critico lavado seminal. Para intentar amortiguar los dafios mecédnicos que ocurren en los
espermatozoides durante el proceso de centrifugacion, se afiadié 1 ml de lodixanol en el fondo del tubo
de centrifuga. El Iodixanol es un coloide de alto peso molecular, muy denso, que actia a modo de
“colchén” impidiendo que las células espermaticas choquen con las paredes del tubo de centrifuga,
protegiéndolas de esta manera de dafios que puedan ocasionarse por compactacion (Waite, 2007; Galian
etal., 2020).
=  Punto critico composicion del diluyente. El diluyente Thilmant (composicion en tabla I) contiene como
fuente de energia fructosa en lugar de glucosa, que proporciona un aporte energético mas rapido tras la
descongelacion. También contiene cisteina, un aminoacido azufrado estimulante de la estabilizacion
proteica, y dodecil sulfato sédico (SDS), como modulador de la tension superficial. Como tampon
contiene bicarbonato sodico, que mantiene el pH cercano a 7, aunque débilmente acido.
= Punto critico adicion del crioprotector. Se afade la segunda mitad del diluyente conteniendo el
crioprotector, glicerol, a una concentracion del 8% (concentracion final seréd del 4%) en 5 pasos, separados
5 minutos entre ellos. El protocolo Thilmant establece la adicion en 3 pasos, lo que conlleva el cambio de
la presion osmotica de 450-470 mOsm/kg del semen con diluyente sin glicerol a presiones osmoticas
progresivamente mayores tras cada adicion (650 mOsm/kg, 900 mOsm/kg, 1500 mOsm/kg). Agregando
2 pasos en la adicion, conseguimos que este aumento de presion osmotica sea todavia mas gradual, y por
tanto la salida de agua del interior celular ocurra de forma mas lenta, ocasionando un menor dafio en las
membranas debido al paso de agua a través de ellas.
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Tabla I. Composicion del diluyente Thilmant (Thilmant, 1997). Thilmant A. (Table I: Composition of the
Thilmant extender (Thilmant, 1997). Thilmant A).

Fructosa 20 g.
Bicarbonato sédico (Na HCO3-) 0,352 g.
Cisteina (L-Cysteine C3H7NO2S) 0,035 g.
Yema de huevo 80 ml.
Agua destilada 272 ml.
Equex STM (Orvus es paste) 3,976 g.
Antibioticos (para un volumen de 150 ml.)
Estreptomicina 98,55 mg.
Penicilina 98,55 mg.
Lincomicina 22,5 mg.
Espectinomicina 45 mg.

Composicion Thilmant B: Thilmant A + 8% de glicerol

* Punto critico curva térmica, bajada de temperatura. Una vez el semen empajuelado alcanzo los 5°C se
introdujo en el criopreservador asociado a un programa informatico, el cual lleva programado la velocidad
de bajada de temperatura. Asi el semen baja de 5°C a -4,5°C en 11 minutos, manteniéndose a -4,5°C
durante 1 minuto mas. Finalmente va disminuyendo desde los -4,5°C a una velocidad de -30°C/min hasta
alcanzar los -140°C, temperatura a la cual se sumergiran las pajuelas en nitrogeno liquido, donde
permaneceran almacenadas a -196°C hasta su uso.

= Punto critico descongelacion de las pajuelas. Cada pajuela fue descongelada por inmersion en un bafio
con agua a 56°C durante 12 segundos.

MATERIAL Y METODOS
Se obtuvieron, mediante vagina artificial, 20 eyaculados de 8 machos cabrios de raza Murciano Granadina de
entre 6 y 9 meses de edad, utilizandose una hembra inmovilizada como sefiuelo. Todos los machos se alojaban
en corrales individuales de 10 m*, con una superficie cubierta y un patio exterior de ejercicio. Su alimentacion
consistio en un 800 g por animal y dia de un concentrado de piensos comerciales a base de cereales y proteinas
vegetales y 2 Kg por animal y dia de paja de cereales y alfalfa (Medicago sativa). Estas cantidades se
depositaban en los comederos una vez al dia y el animal disponia de ellos a discrecion. En total la dieta de
cada macho cabrio se compuso de aproximadamente 2800 Kcal/dia y unos 250 g de proteina digestible por
dia. Cada macho dispuso siempre de agua ad libitum.
Cada eyaculado se recogi6 en un tubo atemperado a 37°C, y se midi6 el volumen de semen sin diluir. Estos 20
eyaculados fueron diluidos 1/10 con diluyente Krebs-Ringer-Fosfato (KRP) con glucosa (Corteel & Baril,
1974). Se les evalud en fresco la motilidad individual (MI, calidad de movimiento individual, evaluada
subjetivamente de 0 a 5, donde 0 se corresponde con todos los espermatozoides inmdviles y 5 con movimiento
espermatico progresivo muy rapido, (Cabodevila & Catena, 2012), el porcentaje de espermatozoides moviles
(% MOV, asignando subjetivamente el tanto por ciento de espermatozoides que se mueven en la microgota
con respecto del total). Los eyaculados que obtuvieron al menos una puntuacion de 3,5 en MI y un 60 de %
MOV fueron aptos para ser congelados. Se congelaron 13 de estos 20 eyaculados (3 pertenecian al macho 1,
2 eyaculados del macho 2, 2 eyaculados del macho 3, 2 eyaculados del macho 4, y los restantes 4 eyaculados
pertenecian cada uno a 1 macho diferente).
A partir de este momento se siguid la metodologia Thilmant para porcino con diversas modificaciones.
Metodologia Thilmant, 1997. Semen congelado porcino.

= Semen entero fraccion rica. Temperatura 30° C. Primera dilucion BTS 1:1. En caso de semen caprino, la

modificacion consistid en la dilucion 1/10 KRP con glucosa (Corteel & Baril, 1974).
= (Caida de la temperatura hasta 15° C en 60 minutos. En nuestro trabajo se atemper6 el semen a temperatura
ambiente (unos 24°C) en aproximadamente 15 minutos.
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= (Centrifugacion lavado seminal. Eliminacion plasma seminal. Se realizé una centrifugacion durante 20
minutos a 800 g utilizando 1 ml de lodixanol en el fondo del tubo como amortiguador (Punto critico).
Una vez centrifugado, se retira tanto el sobrenadante, aspirando con pipeta Pasteur de plastico, con
cuidado de no retirar el semen, como el Iodixanol, aspirando con pipeta pasteur de vidrio asociada a una
jeringa, la cual se introduce hasta el fondo del tubo de vidrio. Se aspira con la jeringa todo el lodixanol,
con cuidado de no arrastrar el semen dejando solo la fraccion espermatica.

= Dilucién con diluyente sin glicerol hasta la mitad del volumen final. Sin modificacidén con respecto al
protocolo original (Punto critico).

» Bajada de temperatura hasta 5 grados en 120 minutos. Sin modificacién con respecto al protocolo original.

= Adicién de la segunda mitad del diluyente hasta volumen final, dividido en tres veces, 1/3 cada 5 minutos.
En semen caprino, se realiz6 la adicion del diluyente con el glicerol en 5 pasos en lugar de 3, separados 5
minutos entre ellos (Punto critico).

= Envasado en pajuelas de 0,5 ml conteniendo 750 millones de espermatozoides por pajuela. Para la especie
caprina la cantidad fue de 200 millones de espermatozoides por pajuela.

= Mantenimiento de equilibracion a 5 ° C, 90 minutos. Sin modificacion con respecto al protocolo original.

= Curva térmica controlada por programa informatico: desde 5 a -4,5°C, caida 1° C/min. Se mantiene 1 min
a-4,5°C. Descenso a -30°C hasta alcanzar los -140°C. Sin modificacion con respecto al protocolo original
(Punto critico).

=  Temperatura final de -196° C. por inmersion de las pajuelas en nitrégeno liquido.

La descongelacion se realizoé sumergiendo cada pajuela en un bafio con agua a 56°C durante 12 segundos. Se
secO con papel y se deposité su contenido en un tubo conteniendo medio KRP a 37°C. Se mantuvo a esa
temperatura durante todo el tiempo que durd su analisis. De cada pajuela descongelada se determiné la MI, el
% MOV (de la misma manera que se realizd con el semen fresco). Se realizé una tincion de eosina-nigrosina
(Colas & Guerin, 1980), mezclando 30 pl de muestra y 30 ul de tincidon que nos permitié conocer a 400
aumentos el porcentaje de espermatozoides viables (presentan color blanco, no tefiidos) que aparecia tras
contar 200 células espermaticas en distintos campos. Con esta misma preparacion medimos el porcentaje de
morfoanomalias (Colas & Guerin, 1980) de cada muestra. La evaluacion de los acrosomas se realizo diluyendo
100 pl de muestra descongelada en 400 pl de solucion de acrosomas (Pursel & Johnson, 1974), observandose
a 1000 aumentos en el microscopio de contraste de fases y contandose 100 espermatozoides, determinando si
el acrosoma aparecia intacto o dafiado. Estas evaluaciones se realizaron a las muestras recién descongeladas
(hora 0) y cada hora durante 5 horas, para evaluar la resistencia de las muestras descongeladas en el tiempo.
Ademas, se analiz6 mediante el sistema CASA (Computerized Assisted Sperm Analysis; ISAS®, PROISER
SL., Valencia) los eyaculados correspondientes al macho que proporcionaba mayor calidad seminal mediante
observacion subjetiva. Cada muestra se diluyo 1:3 en tampdn KRP, y una gota de esta dilucion se colocod en
un portaobjetos calentado a 37°C y se analizd en un microscopio de contraste de fases Leica® DM1000 a 100
aumentos. Se evaluaron los 3 eyaculados del macho 1, haciendo la media de 6 campos evaluados por cada
muestra (Salmani et al., 2014). Se estudiaron los parametros de velocidad curvilinea (VLC), velocidad lineal
(VSL), velocidad media (VAP), indice linealidad (LIN), indice rectitud (STR), indice oscilaciéon (WOB),
desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y frecuencia batida de cola (BCF), obteniéndose los promedios en
muestras recién descongeladas (HO).

Los valores promedio obtenidos de cada parametro fueron sometidos a andlisis estadistico para determinar si
eran significativamente diferentes entre las distintas horas de evaluacion. Se les analizé con el programa
Statgraphics® Centurion mediante la prueba F en la tabla ANOVA que determina si hay diferencias
significativas entre las medias, y con la prueba de Rangos multiples, que nos indica qué medias son
significativamente diferentes de otras. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es
el procedimiento de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher, con un nivel del 95% de confianza
(p<0,05).
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RESULTADOS

Los promedios de M1 y % de MOV para el semen en fresco fueron de 4,2 + 0,07 y 72,8 + 2,4 respectivamente
(promedio + error estandar). Los promedios de las evaluaciones realizadas tras la descongelacion se muestran
en la tabla II. EI semen recién descongelado mostrd un porcentaje promedio de viabilidad con tincién eosina-
nigrosina de 67,4%, una MI promedio de 4,2, que indica un movimiento progresivo rapido, y un 77,3% de
acrosomas intactos. Se sometio a las muestras descongeladas a un test de resistencia y tras 2 horas a 37°C el
promedio de viabilidad fue de 61,4% la M1 de 3,6 y no vari6 el % de acrosomas intactos. Todos los eyaculados
obtenidos mostraron espermatozoides moviles tras las primeras 2 horas post-descongelacion. Tras 5 horas, 5
eyaculados de los 13 todavia mostraban espermatozoides viables y moviles, con unos promedios de 55,6% de
viabilidad, 3,5 de Ml y 70,9% de acrosomas intactos. El andlisis estadistico no mostro diferencias significativas
en los promedios de % de acrosomas intactos ni morfoanomalias entre las distintas horas de evaluacion de las
muestras. El promedio del parametro MI no es significativamente diferente en las tres primeras horas tras la
descongelacion (silo es en la H2, pero la diferencia es minima). En cuanto al % de MOV y % de vivos mediante
TV, tampoco son estadisticamente diferentes durante las 3 primeras horas tras la descongelacion. Los % de
morfoanomalias oscilan entre 24,8 y 36,0 y no difieren significativamente entre las distintas horas de la
evaluacion.

Tabla II. Promedios obtenidos mediante evaluacion microscopica subjetiva para cada uno de los parametros
evaluados, en cada una de las horas post-descongelacion. Promedio =+ error estandar (Averages obtained by
subjective microscopic evaluation for each of the evaluated parameters, in each of the post-thaw hours.
Average + standard error).

Tiempo post- Tmlcmn Acrosomas % N°
., MI % MOV vital . ,
descongelacion ) (% intactos) Morfoanomalias eyaculados
(% vivos)
HO 42°+0,09 669°+2,08 674*£2,6 773*+£25 24.8*+£3)5 13
H1 40" +006 62,7°+£22 63,1°°+38 77,3*+£25 24.8*+23 13
H2 3,9°£0,08 60,8 +25 614*+27 774°+27 30.9°+4,2 13
H3 4.0°°+£0,09 583*°+24 58,1**+£32 67,8°+4,1 33.6°+ 5,8 12
H4 3,87 +£0,2 43,1°+72 550°+53 744°+38 31.0*£8,5 8
HS5 3,5¢£0,2  450°£8,06 556 +7,1 70,9°+2,6 36.0°+7,3 5

Letras distintas en la misma columna, indican diferencias significativas entre las distintas horas de evaluacion.

Tabla III. Promedios obtenidos mediante evaluacion por sistema CASA de los eyaculados del macho con
mejor calidad seminal. N= 3 (Table IlI: Averages obtained by evaluation by the CASA system of the
ejaculates of the buck with better seminal quality. N= 3).

Tiempo post % VCL  VSL VAP LIN STR WOB ALH  BCF
descongelacion MOV

HO 82,09 126,49 10237 10893 080 091 0,86 2,70 10,55

30 min. 80,8 114,52 89,65 9596 0,76 089 083 276 999

HI 80,5 10228 8324 87,18 0,78 091 084 249 941

H2 71,8 118,52 10327 10830 0,83 090 089 229 828

H3 68,85 138,77 123,50 129,40 0,85 090 091 230 890

H4 659 107,88 100,17 102,61 0,88 093 093 1,74 776

H5 438 13327 12949 12834 093 096 095 1,85 865

VLC: velocidad curvilinea. VSL: velocidad lineal. VAP: velocidad media. LIN: indice linealidad. STR: indice rectitud. WOB: indice oscilacion.

ALH: desplazamiento lateral de la cabeza y BCF: frecuencia batida de cola.
Pudimos comparar los promedios de MI y % de MOV con los del semen fresco. El promedio de MI de las

muestras en fresco no fue significativamente diferente al obtenido en las HO, HI y H3 (con H2 las diferencias
son minimas). El promedio de % de MOV del semen fresco fue similar al de la HO. Si muestra diferencias
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significativas a partir de H1, aunque hasta H2 el promedio de espermatozoides vivos sigui6 siendo superior al
60%.

La evaluacion mediante sistema CASA de los eyaculados correspondientes al mejor macho, arrojo valores
muy favorables, con un porcentaje de un 82% de espermatozoides moviles recién descongelados y elevadas
velocidades e indices de linealidad y rectitud (tabla III).

DISCUSION

En la especie caprina, los valores de viabilidad y motilidad de espermatozoides descongelados no son
demasiado elevados, oscilando entre un 30-40% de moviles totales (Tabarez-Rojas, 2015), similares a los
resultados que obtuvieron Nifio (2008) y Hernandez (2014). Solo de manera aislada hay ejemplares que
alcanzan valores de viabilidad superiores al 50% (Dorado et al., 2009; Konayali et al., 2013). Estos bajos
valores de viabilidad post-descongelacion indican que la técnica de criopreservacion seminal en caprinos
necesita depurarse para ser utilizada de forma rutinaria en IA. Nuestros resultados adaptando el protocolo de
congelacion seminal porcina publicado por Thilmant en 1997 a la especie caprina han arrojado muy buenos
valores de calidad seminal tras la descongelacion, con un promedio de viabilidad espermatica de 67,4%, y un
66,9% de spz. mdviles en semen recién descongelado. El test de resistencia muestra que tras 5 horas mantenido
a 37°C algunos de los eyaculados atin superan el 50% de espermatozoides viables, y transcurridas dos horas
tras la descongelacion, los 13 eyaculados analizados mantienen una viabilidad y motilidad promedio superior
al 60%, con una calidad de MI mayor a 3, por lo que pueden ser utilizados para IA pasadas dos horas de su
descongelacion. Las diferencias estadisticas obtenidas entre los promedios de los diferentes tiempos de
evaluacion también avalan este tiempo optimo de 2 horas, pues los promedios no difieren significativamente
con respecto a los obtenidos inmediatamente tras la descongelacion.

Atendiendo a los valores que nos proporciono la evaluacion mediante el sistema CASA, éstos son superiores
a los encontrados en la bibliografia. Asi, Tabarez-Rojas (2015) encontr6é en machos cabrios de 1 afio de edad
un promedio de espermatozoides moéviles totales (MT) de 39,6% tras utilizar en la congelacion un diluyente
con un 15% de yema de huevo fresco. Hernandez (2014) obtuvo como mejor resultado un 30,4% MT. Segin
el diluyente utilizado se reportan resultados muy dispares en la motilidad espermatica postdescongelacion
evaluada con el sistema CASA. Roof et al. (2012) obtuvieron valores de 49,4 % y 19,6% de espermatozoides
moviles con dos diluyentes distintos. Konayali et al. (2013) evaluaron el diluyente tris con dos concentraciones
de yema de huevo y otro de leche descremada obteniendo promedios de motilidad espermatica de 58,2%,
70,1% y 69,7%. Estas diferencias son un ejemplo de la importancia del diluyente en los resultados de motilidad
post descongelacion. Nuestros promedios de motilidad espermatica evaluados con el sistema computarizado
son preliminares, puesto que pertenecen a un solo macho con muy buena calidad seminal, de ahi sus buenos
valores. Son necesarios estudios en un mayor nimero de machos y eyaculados por este método.

El siguiente paso sera probar la fertilidad de estos espermatozoides descongelados en ensayos de IA con
hembras caprinas de la raza, para determinar si los buenos resultados obtenidos in vitro se traducen en unas
tasas de prefiez que los hagan adecuados para establecer este protocolo de crioconservacion espermatica como
un método valido para la especie caprina.

CONCLUSIONES

La metodologia de criopreservacion espermatica publicada por Thilmant, (1997) para la especie porcina
proporciona una buena calidad seminal postdescongelacion en la especie caprina, tras realizar adaptaciones en
los puntos criticos del proceso, de manera preliminar en los estudios realizados in vitro.

Al menos in vitro, después de la descongelacion las células permanecen con muy buena actividad durante mas
de dos horas, tiempo suficiente para que sean colocadas en el tracto genital mediante inseminacion artificial.
Deben realizarse ensayos in vivo de TA con el semen caprino congelado por este método para comprobar su
tasa de fertilidad.
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