NANOPARTICULAS EN DILUYENTE DE CONGELACION SEMEN

Uso de nanoparticulas de selenio adicionadas al diluyente de congelaciéon para optimizar
parametros espermaticos post descongelacién de semen caprino

Javier Ivan Céaceres Duarte

Trabajo de grado para optar el titulo de Zootecnista

Director
Daniel Felipe Torres Ruda
Msc. Zootecnista

Universidad Industrial de Santander
Instituto de Proyeccién Regional y Educaciéon a Distancia (IPRED)
Programa de Zootecnia
Bucaramanga
2022



NANOPARTICULAS EN DILUYENTE DE CONGELACION SEMEN 2

Dedicatoria

"Nuestra recompensa se encuentra en el esfuerzo y no en el resultado. Un esfuerzo total
es una victoria completa.” Mahatma Gandhi

Primero que todo quiero darle gracias a DIOS, por permitirme cumplir uno mas de mis
proyectos de vida; a mis padres JAVIER y YANETH, por ser el verdadero motivo por el
cual he podido llegar hasta donde estoy y ser la persona que hoy en dia soy, por todas las
ensefianzas y valores inculcados a lo largo de mi desarrollo personal y por siempre tener
la esperanza puesta en mi, a mi abuela ALICIA DUARTE (Q.E.P.D) por haber estado en
todos y cada uno de los momentos mas importantes de mi vida, por ser esa motivacion de
salir adelante sobrellevando cualquier dificultad y por haberme brindado el privilegio de lle-
var en la memoria tantos recuerdos en aquella talabarteria que me inculco el gusto por los
equinos; a MIS HERMANOS Y MI SOBRINA por motivarme a superar cada reto y cada
meta propuesta ademas de ser esa compania incondicional; a mi novia SARA y TODA SU
FAMILIA, por ser esa ayuda necesaria para llevar a cabo todo proyecto y por brindar todo
el apoyo necesario para seguir creciendo como persona y profesional; a mi director DANIEL
FELIPE por ser mi director de tesis y por estar dispuesto a la colaboracién y orientacion
durante el proceso de realizacién de esta tesis, al Docente e Ing. Fisico ROGELIO OSPINA
por todo su tiempo, dedicacién, colaboracion y ayuda para poder llevar a cabo el proyecto de
investigacion; a mis companeros de EL. ANDINISTA por estar presente en todo mi proceso
de formacién, por ser voz de aliento en los malos momentos y estar dispuestos a tardes de
compartir Malaguefio; a mis demds DOCENTES y COMPANEROS por todo el aprendizaje
durante el proceso de esta carrera universitaria, a MIS AMIGOS y en especial JOSE MI-
GUEL, por estar dispuesto a largas noches de charlas, trabajo y de aprendizaje cientifico
durante todo este proceso.



NANOPARTICULAS EN DILUYENTE DE CONGELACION SEMEN

Tabla de contenido

Introduccion

1 Objetivos
1.1 Objetivo general . . . . . . . . ..o
1.2 Objetivos especificos . . . . . . . .

2 Marco Teorico

2.1 Biotecnologia reproductiva . . . . . . . ..o
2.2 Semen caprino . . . ... ..o
2.3 Metodos para determinar la calidad del semen caprino . . . .. ... ... ...
2.3.1 Microscopia de luz campo claro. . . . . . . . . ... ... L.
2.3.2  Sistema CASA (Sistema de Analisis Computerizado Automatico) . . . . . ..
2.4 Criterios de calidad espermatica . . . . . . . .. ... Lo
2.4.1 Caracteristicas macroscopicas. . . . . . . . ...
2.4.2 Caracteristicas microscopicas. . . . . . . . . . ..o
2.5 Criopreservacién de semen caprino . . . . . . . . . . ...
2.5.1 Caracteristicas y composicién de un diluyente . . . . . . . . ... ... ..
2.5.2  Congelacion de semen caprino . . . . . . . ...
2.5.3 Funcién Antioxidante . . . . . . . ..o
2.5.4  Glutation peroxidasa . . . . . . . ...
2.5.5 Selenio . . . ...
2.5.6 Nanoparticulas, y su utilizacion en criopreservacion de semen . . . . . . . . .
2.5.7 Nanoparticulas ya usadas en semen . . . . . . . . . ... ...
2.6 Marco Conceptual . . . . . ...
2.7 Marco legal . . . . . ..

3 Materiales y Métodos

3.1 Localizacion . . . . . . . . . . . e
3.2 Insumos quimicos . . . . . . . ..
3.3 Animales experimentales y colectas de acostumbramiento . . . . . . . ... . ..
3.4 Preparacion de las nanoparticulas de Selenio . . . . . . ... ... ... ... ..
3.5 Aceptacion de eyaculados, congelacion y descongelacién . . . . . . ... L.
3.6 Anadlisis espermatico . . . . . . ...
3.7 Anadlisis estadistico . . . . . ..

4 Resultados y Discusion

12
12
12

13
13
13
16
16
16
19
19
19
21
21
23
24
25
25
28
30
31
32

34
34
34
34
35
35
36
37

38



NANOPARTICULAS EN DILUYENTE DE CONGELACION SEMEN

4.1 Experimentol . . . . . . . . .
4.2 Experimento I . . . . . . .. .o
4.3 Discusion . . . . ..

5 Conclusiones
5.1 Recomendaciones . . . . . . . .

Referencias Bibliograficas

Apéndices

38
39
40

43
44

45

55



NANOPARTICULAS EN DILUYENTE DE CONGELACION SEMEN 5

5.1
5.2
5.3
5.4
5.5
5.6
5.7
5.8
5.9
5.10
5.11
5.12
5.13
5.14
5.15

Lista de figuras
Colecta seminal . . . . . . . . . ... 61
Selenio . . . . .. 62
Preparacion SeNps . . . . . . . .o 62
Preparacion de laboratorio . . . . . . . . ... ... L 63
Congelacion de pajillas . . . . . . . .. .o 63
Descongelacion de Pajillas . . . . . . . . ..o o000 64
Analisis en CASA . . . . . . 65
Preparacion de laboratorio . . . . . . . . ... ... oL 65
Resultados Variable Motilidad Total . . . . . . ... ... ... ....... 66
Resultados Variable Motilidad Progresiva . . . . . . .. ... ... ... ... 67
Resultados Variable Motilidad Circular . . . . . . . . . ... ... ... ... 67
Resultados Variable Motilidad Rapida . . . . . ... ... ... ... .... 68
Resultados Variable Motilidad Lenta . . . . . . .. ... ... ... ..... 68
Resultados Variable Motilidad Local . . . . . ... ... ... ... ..... 69
Resultados Variable Espermatozoides inmoviles . . . . . .. ... ... ... 69



NANOPARTICULAS EN DILUYENTE DE CONGELACION SEMEN

2.1
2.2

2.3
2.4
2.5

4.1
4.2
4.3
4.4

Lista de tablas

Caracteristicas seminales de caprino. . . . . . . . . .. .. ... ..
Variables Cinemaéticas de andlisis de esperma asistido por computadora (CA-
SA) y de andlisis flagelar de esperma (FAST). . . . ... ... .. ... ...
Niveles de inclusion de Selenio (Se) otorgados por la RDA. . . . .. ... ..
Funciones de las selenoproteinas. . . . . . . . .. .. ... ... .......
Efecto del Nano-Se sobre la concentracion de la glutacion peroxidasa a nivel
testicular y seminal, asi como de la concentraciéon de la ATPasa y sobre los
parametros de calidad seminal. . . . . . . ... ...

Analisis espermatico del semen caprino pre-congelado . . . . . .. ... ..
Analisis espermatico del semen caprino post-descongelaciéon . . . . . . . . .
Analisis espermatico del semen caprino pre-congelacién . . . . . . . . .. ..
Analisis espermatico del semen caprino post-descongelaciéon . . . . . . . ..



NANOPARTICULAS EN DILUYENTE DE CONGELACION SEMEN 7

Resumen

TITULO: Uso de nanoparticulas de selenio adicionadas al diluyente de congelacién para optimi-
zar pardmetros espermaticos post descongelacion de semen caprino.

AUTOR: Javier Ivan Caceres Duarte
PALABRAS CLAVE: Selenio, nanoparticulas, diluyente, motilidad, viabilidad, semen.
DESCRIPCION:

El uso de la biotecnologia reproductiva viene siendo un auge para el sector pecuario debido a la
disponibilidad y facilidad de adquirir alta genética para todo sistema productivo; gracias a esto, es
posible almacenar gran variedad de genética de sementales durante muchos afios, ademds el uso de
las nanotecnologias estd mostrando buenos resultados en el campo de la biotecnologia reproducti-
va. Es por eso, que el presente estudio evalué la respuesta en el uso de nanoparticulas de selenio
adicionadas al diluyente de semen caprino durante el proceso de congelacion y descongelacion.
La fase experimental se realiz6 en dos oportunidades, contando en la primera con 2 eyaculados
y 40 pajillas como unidades experimentales y en la segunda con 3 eyaculados y 60 pajillas como
unidades experimentales, las cuales fueron viables para el proceso de congelacion. Estas muestras
diluidas se dividieron en 2 tratamientos 7'1 : 1% de SeNPs y T2 : 2% de SeNPs (Nanoparti-
culas de Selenio).Se evaluaron diferentes variables por medio del sistema computalizado CASA,
como Concentracion espermatica, Motilidad total, Motilidad progresiva, Motilidad circular, Moti-
lidad répida, Motilidad lenta y Porcentaje de espermatozoides inmdviles en el semen refrigerado y
pos descongelado. En cuanto al semen pre congelado se presentaron diferencias estadisticamente
significativas; en el experimento I, para el tratamiento 7'1 con 1 % SeNPs se encontré mejores re-
sultados en la concentracion espermaética, motilidad total, motilidad progresiva, motilidad rapida,
motilidad local y espermios inmdviles con respecto al T2, mientras que en el semen descongelado
tanto para el experimento I Y II, no se vieron diferencias estadisticamente significativas para las
variables analizadas.

Trabajo de grado para optar por el titulo de Zootecnista.
Instituto de Proyeccién Regional y Educacién a Distancia (IPRED). Programa de Zootecnia. Director:
Daniel Felipe Torres Ruda.
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Abstract

TITLE: Use of selenium nanoparticles in freezing diluent to optimize sperm parameters post de-
frozing in goat semen. .

AUTHOR: Javier Ivan Caceres Duarte
KEYWORDS: Selenium, nanoparticles, diluent, motility, viability, semen.
DESCRIPTION:

The use of reproductive biotechnology is been rising in the livestock scene due to the availability
and easiness of the acquisition of high genetic for all the production system. Thanks to that, it’ s
possible to accumulate a great variety of stallion’s genetics throughout many years. Also the use
of nanotechnology is showing good results in the field of reproductive biotechnology. Because of
that, this study evaluated the response to the use of Selenium nanoparticles added to the goat semen
diluent during the freezing and unfreezing process. The experimental phase was carried out in two
opportunities, counting in the first one with 2 ejaculated and 40 straws as experimental units and
the second one with 3 ejaculated and 60 straws as experimental units, which were viable for the
freezing process. These diluted samples were divided in 2 treatments T1: 1% of SeNPs and T2:
2 % of SeNPs (Selenium Nanoparticles). Different variables were evaluated through the compute-
rized system CASA, as sperm concentration, total motility, progressive motility, circular motility,
fast motility, slow motility and percentage of immobile spermatozoa in the refrigerated semem and
post defrost. Regarding the pre frozen semem, there were statistically significant differences; in
the experiment I, the treatment T1 with 1 % SeNPs we found better results with the sperm concen-
tration, total motility, progressive motility, fast motility, local motility and immobile spermatozoa
compared to T2, while in the thawed semem for both experiment I and 11, no statistically significant
differences were seen for the analyzed variables.

Bachelor Thesis
Instituto de Proyeccién Regional y Educacién a Distancia (IPRED). Programa de Zootecnia. Director:
Daniel Felipe Torres Ruda.
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Introduccion

El uso de la Biotecnologia reproductiva ha sido de gran utilidad en los sistemas de produccion
pecuaria, esto gracias al incremento porcentual del éxito en la etapa de reproduccién, debido a que
la congelacion y almacenamiento de semen de diferentes especies en bancos genéticos, permite
tener a disposicion gran variedad de genéticas de machos élites y preservarlas durante muchos
afios; generando como ventaja adicional la posibilidad de mantener los genes de los sementales,
sin el gasto adicional de manutencion a los mismos. Como es normal en los procesos de criopre-
servacion, la viabilidad de los espermatozoides caprinos se ve reducida alrededor de un 50 % a
60 % (Watson, 2000), lo que repercute directamente en las tasas de prefiez, las cuales tienen un
amplio margen de oscilacién al reportar promedios del 7% al 79 % (Bispo y cols., 2011). Una
de las causas de esto, es la sensibilidad del espermatozoide de caprinos a cambios bioquimicos
durante la congelacion y descongelacion, ya que su alto contenido de dcidos grasos insaturados lo
hace susceptible al estrés oxidativo y peroxidacidn lipidica; es por esto que los diluyentes que son
adicionados al semen colectado deben contener crioprotectores, los cuales ayudardn a amortiguar

los efectos que trae el proceso. Trujillo Garcia (2017)

La eficiencia reproductiva de los pequefios rumiantes estd estrechamente ligada a factores tales
como: la nutricién, la genética, el manejo y los factores medioambientales (intrinsecos y extrinse-
cos) (Xiong, Lan, Li, Lin, y Li, 2018). Es por ello que en el campo de la biotecnologia reproductiva
se emplea el método de la criopreservacion de semen, el cual estd enfocado a la realizacion de un
andlisis minucioso introspectivo que permita evaluar la calidad seminal, llegando a determinar los

pardmetros cuantificables medidos dentro del sistema computalizado CASA, como son: la con-
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centracion espermdtica, motilidad masal e individual progresiva, vigor y viabilidad espermética.
Lo anterior con el propdsito de mejorar el indice de fertilidad de los machos caprinos (Agossou y
Koluman, 2018). La criopreservacion constituye un proceso critico, en el sentido que durante esta
fase la calidad espermatica y la fertilidad se ven afectadas de manera negativa por la disminucion
de la temperatura, la génesis de cristales de hielo, tensiones fisicoquimicas, osméticas y oxidativas
que forman radicales libres, ocasionando la deshidratacion de los espermatozoides y disminuyendo

su viabilidad y trayectoria (Ugur y cols., 2019).

En estudios recientes, el uso de diluyentes que contienen porcentaje de nanoparticulas con
lecitinas ha mostrado claras ventajas en comparacién a la yema de huevo como alternativa para ga-
rantizar proteccion al choque osmético y térmico del espermatozoide (Nadri y cols., 2019),tambien
han utilizado nano-micelas conteniendo fosfatidilcolina, que son particulas lipidicas que también
estdn en la yema de huevo y en la lecitina de soya, con la ventaja de estas nanoparticulas debido
a su tamafio, permitiria una mejor interaccién o recubrimiento de espermatozoides, reduciendo asi
los factores de dafio y riesgo durante el proceso de congelacion-descongelacion. Bajo este contex-
to, el presente trabajo investigativo busca generar una alternativa biotecnoldgica, en la utilizacién
de nanoparticulas de selenio, que constituya una herramienta eficaz en el proceso de criopreser-
vacion del semen, puesto que el Selenio (Se) es un oligoelemento que actia reduciendo el estrés
oxidativo y mejorando la calidad espermatica, por medio del mantenimiento de la integridad del
espermatozoide y evitando el dafio en el ADN del mismo (Touat-Hamici, Legrain, Bulteau, y Cha-
vatte, 2014). El Selenio como micronutriente trabaja de manera fusionada con las selenoproteinas,
dentro de las mds importantes en el proceso reproductivo se distinguen la Glutation Peroxidasa
(GSH Px) la cual actiia en como antioxidante (Foresta y cols., 2002), la GPX4 en el ADN de los
espermatozoides durante la metamorfosis de estrés oxidativo inducido y mantiene la integridad del
cuello y el flagelo espermético para que no interfiera con la estabilidad y trayectoria (Hammad y
cols., 2018). El SelenOP contribuye con el transporte del Se, mientras que la GPX1 Y GPX3 se

relacionan con el aumento del indice de fertilidad en machos caprinos (Noblanc y cols., 2011).

10
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El selenio también actia como biomarcador en el plasma seminal, puesto que bio potencializa
la motilidad, viabilidad y capacidad de fertilizacién en especies mamiferas (Anel-Lopez y cols.,
2017). En caso de que sea suplementado en la dieta, el selenio se debe dar de forma organica
para generar una mayor biodisponibilidad y evitar problemas de toxicidad que alteren el status
sanitario de la especie caprina, en cuanto a los procesos de nanotecnologia las particulas de selenio
micro encapsuladas a los espermatozoides, la teorfa demuestra que cuando se emplean cantidades
insuficientes de Se observa una mala calidad del espermatozoide y una reduccién en la sintesis de

esperma, dando como consecuencia una fertilidad baja (Sdnchez-Torres, 2013).

11
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1. Objetivos

1.1. Objetivo general

Evaluar la respuesta en el uso de nanoparticulas de Selenio en el diluyente de semen comercial

sobre los pardmetros de cinemadtica espermatica posdescongelacién de semen caprino.

1.2. Objetivos especificos

Determinar la viabilidad de los eyaculados caprinos durante el proceso de congelacion.

Evaluar el efecto de la concentracion de las nanoparticulas sobre la calidad espermatica pos-

descongelacion de acuerdo a la respuesta del diluyente comercial.

12
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2. Marco Teorico

2.1. Biotecnologia reproductiva

En el desarrollo de biotécnicas de conservacion y de preservacion de las especies animales
como vegetales, la biotecnologia contribuye a la utilizacién sostenible de la diversidad biol6gica
y a su preservacion. A ello se sima un interés econémico, principalmente a nivel de los animales
domésticos, pues se busca aumentar la productividad de los mismos ante la demanda creciente de
productos de origen animal es por esto, que la biotecnologia de la reproduccion es un conjunto
de técnicas que van desde la inseminacion artificial hasta la clonacion, todas ellas encaminadas a

aumentar la eficiencia reproductiva de los animales (Ugalde, 2014).

2.2. Semen caprino

El semen caprino posee una consistencia que varia de la clara acuosa hasta la cremosa espesa,
esto se da de acuerdo con la superpoblacion espermatica y el plasma seminal (Tabarez Rojas y
cols., 2014), por lo tanto, entre mayor consistencia viscosa tenga el semen, serd de mejor calidad
y tendrd un nimero mads elevado de espermatozoides, con respecto a las texturas clara u acuosas
(Diaz Diaz, 2020). Por su parte el semen recién eyaculado tiene un valor respectivo de 7,4 y cuan-
do por algtin suceso el pH seminal disminuye, también se reduce el metabolismo energético celular

y la motilidad (Nifio Gonzdlez, 2013). Ademads, se han reportado valores variables de pH que os-

13
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cilan de 6,2 a 7,3, con una motilidad masal de 3 a 5 e individual del 70 al 90 % (Llivi Marcatoma,

2015).

Plasma Seminal

El plasma seminal de los mamiferos es una secrecion fisioldgica de multiples glandulas del
tracto reproductor masculino que juega un papel importante en la maduracién final de los es-
permatozoides, a través de cambios hormonales, enzimaticos y modificacién de la superficie de
membrana espermatica, ademads, sirve como vehiculo para los espermatozoides. Parte de la amplia
variacion de la calidad espermatica del semen refrigerado que se observa entre machos de una mis-
ma especie puede atribuirse a diferencias en la composicion de su plasma seminal (Muifio-Blanco,

Pérez-P¢, y Cebrian-Pérez, 2008).

El plasma seminal es un liquido isot6nico y neutro, compuesto principalmente por agua (75 %),
sustancias orgdnicas (fructosa, sorbitol, inositol, dcido citrico, glicerilfosforilcolina, fosfolipidos,
prostaglandinas y proteinas) e inorgdnicas (sodio, potasio y cloro) que sirven de protectores y nu-

trientes de los espermatozoides (Evans, Maxwell, y Salamon, 1990).

Espermatozoide caprino

El espermatozoide es la célula germinal masculina altamente especializada, que ha evolucio-
nado para cumplir una funcién bioldgica compleja, fecundar al ovocito, se trata de una célula
haploide, producto final del proceso de la gametogénesis en el macho, portadora de la informacién
genética paterna (Evans y cols., 1990; Gazquez Ortiz y Blanco Rodriguez, 2004; Hidalgo, 2005).
En el espermatozoide se distinguen tres partes caracteristicas: la cabeza (con su ntcleo y capu-
choén acrosémico) que contiene los cromosomas responsables de portar la informacién genética,

la pieza de conexidn o cuello y la cola (pieza intermedia, pieza principal y porcidn terminal) que

14



NANOPARTICULAS EN DILUYENTE DE CONGELACION SEMEN 15

es el organo locomotor del espermatozoide (Evans y cols., 1990). La estructura general es muy
similar en la mayoria de las especies animales; sin embargo, su morfologia externa es especifica
para cada especie, particularmente, el espermatozoide de macho cabrio tiene una longitud de 60
um y la cabeza mide de 8 a 10 um de larga, 4 um de ancho y 1 um de grosor (Evans y cols.,
1990). La cabeza del espermatozoide difiere en su forma segun la especie, en el macho cabrio,
morueco, toro, cerdo y caballo es plana y ovoide; en el humano es aplastada y elipsoide; en la rata
es falciforme y en el gallo es delgada y alargada (Bonet, 2000; Gazquez Ortiz y Blanco Rodriguez,
2004; Hafez y Hafez, 2007; Hidalgo, 2005; Wrobel y Bergmann, 1998). Los pardmetros del se-
men estudiados normalmente son: el volumen del eyaculado, nimero total de espermatozoides por
eyaculado, concentracién espermética/ml, porcentaje de espermatozoides normales, porcentaje de
espermatozoides con el acrosoma intacto, el tiempo de sobrevivencia (Karagiannidis, Varsakeli,
Alexopoulos, y Amarantidis, 2000; S. Zhang, Hu, Li, Jiang, y Zhang, 2009), el color, el olor, la
consistencia y el pH. Foote (2003) menciona que una buena calidad del semen, es un requisito que
el macho debe cumplir para que, al depositar el semen en el tracto reproductivo femenino, este

logre fecundar el ovocito (ver tabla (2.1)).

Tabla 2.1 Caracteristicas seminales de caprino.

Caracteristicas Valores
Volumen 0.5-1.5mL
Color Blanco o amarillo marfil
Olor Sui generis
Movimiento masal >4
Vigor >3
Concentracién espermatica 2 - 5x10?/mL
Total de espermatozoides eyaculado 3 - 5x10%/mL
Espermatozoides normales >80 %

Nota: Adaptado de: Evans e Maxwell (1987).

15
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2.3. Metodos para determinar la calidad del semen caprino

2.3.1. Microscopia de luz campo claro.

Es la técnica mds comun empleada en el laboratorio que permite evaluar la morfologia de los
espermatozoides, mediante técnicas de tincion del semen y criterios de normalidad enfocados en
pardmetros morfométricos de la cabeza del esperma, pieza intermedia y de la flagelacion del es-
permatozoide (Collodel y cols., 2013). En el laboratorio los microscopios 6pticos poseen dos lados
polarizados que se disponen de forma perpendicular y dejan pasar la luz en un solo plano, al re-
fractarse se observan dos rayos polarizados ocasionando el proceso de birrefringencia analizando
las partes del espermatozoide nicleo, acrosoma y flagelo en respuesta a una reaccién acrosémica
(Sanchez Pozo, Sanchez Prieto, y Bueno Rodriguez, 2017). En el sistema CASA emplea en la
mayoria de las especies productivas una microcopia de iluminacién en fase negativo, porque los
espermatozoides poseen una estructura lateral plana; a diferencia que, si se empleard una ilumi-
nacion en fase positiva, dado que la morfologia del espermatozoide no seria plenamente visible

(Molina-Coto y Lucy, 2018).

2.3.2. Sistema CASA (Sistema de Analisis Computerizado Automatico)

Utiliza una camara adaptada al microscopio para capturar una secuencia de video en un orde-
nador dotado de un sistema de andlisis de imagen. El software permite calcular el porcentaje de
espermatozoides moviles y emite un informe donde se describen las particularidades de su movi-
miento (Abecia Martinez y Forcada Miranda, 2010; Bonet, Martinez, Rodriguez, y Barrera, 2006).
La motilidad determinada por el sistema CASA es mas rdpida y mds objetiva que una evaluacién
visual y puede proporcionar mucho mas datos con tal grado de exactitud que pueden revelar dife-
rencias sutiles no perceptibles al ojo humano (Bonet y cols., 2006; Rodriguez-Martinez, Saravia,

Wallgren, Roca, y Pefia, 2008; Verstegen, Iguer-Ouada, y Onclin, 2002).

16
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El CASAG es un sistema de andlisis computarizado, cuya funcién es determinar la concen-
tracion de esperma centrado y analizar la motilidad espermadtica simultdnea, siendo un método de
precision en el laboratorio, pues permite medir variables como: la viabilidad, morfologia y caracte-
risticas de movilidad de los espermatozoides (ver tabla (2.2)) (Sieme, 2009). Este sistema estanda-
rizado estd constituido por un microscopio 6ptico en diversas fases, platina de calefaccidon, cdmara
de video, un ordenador y software, previo al uso se le debe realizar una calibracion y configuracién
técnica (Monserrat, 2017) para la mediciéon adecuada de los parametros tales como: la Velocidad
curvilinea (VCL) (um/s), Velocidad rectilinea (VSL) (um/s), Velocidad Media (VAP) (um/s),
Indice de linealidad (LIN) (%), Indice de rectitud (STR) (%), Indice de Oscilacién (WOB) (%),
Amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) (um) y Frecuencia de Batido de la cola
(BFC) (Hz) (Carvajal et al., 2018). CASA también emplea tres tipos de microscopia, la primera
consiste en un campo brillante convencional de iluminacién que necesita de tincion, la segunda se
basa en el contraste de fase, empleando montajes himedos y la tercera es la fluorescencia que uti-
liza una sonda fluorescente, es asi que en el mercado existen variados sistemas CASA tales como:
Andro Visiond, ISAS v1, Plataforma SCAY, Analizadores IVOS 11U y CEROS 140] (Boe-Hansen
y Satake, 2019).
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Tabla 2.2 Variables Cinematicas de andlisis de esperma asistido por computadora (CASA)
y de andlisis flagelar de esperma (FAST).

Parametros cineméticos de CASA (50- Pardmetros flagelares RAPIDOS (169 fps)
169 fps)

VCL= velocidad curvilinea (um/s) fBC = frecuencia de latido flagelar

VSL = velocidad en linea recta (um/s) fAWS = Velocidad de onda de arco flagelar
VAP = Velocidad de trayectoria pro- fAWL = Longitud de onda del arco flagelar
medio (um/s) (um/s)

LIN = linealidad VSL / VCL x 100 (%) Longitud flagelar del esperma (um/s)

ALH = Amplitud del desplazamiento Longitud de la cola de disipacién de potencia

lateral de la cabeza flagelar = fwatts

STR = Rectitud = VSl / VAP x100 Disipacién de potencia flagelar primeros 30
(%) um = fwatts30

WOB = Oscilacion = VAP / VClx 100 Potencialmente también amplitud del des-
(%) plazamiento flagelar

BCF = Frecuencia cruzada de batido TCS = Seguimiento de la velocidad del cen-
(Hz) troide (progresividad)

Nota: Adaptado de (Gallagher, Cupples, Ooi, Kirkman-Brown, y Smith, 2019).

En el trabajo de investigacion titulado “Efectos de la criopreservacion sobre las subpoblacio-
nes espermaticas en caprinos” en donde se emple6 el Sistema de Andlisis de Semen Asistido por
Computador (CASA) tomando como base siete machos adultos de razas (4 alpinos y 3 Saanen)
para un total de recolectas de 56 eyaculados, para semen fresco y descongelado, se encuentra
que, para el semen fresco las variables como: VCL (um/s), VSL (um/s), LIN (%), STR (%) Y
ALH (um/s) se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas obteniéndose valores ma-
yores en la raza Alpina; mientras que para la estirpe Saanen se obtuvieron valores superiores en
los pardmetros de WOB (%) y BCF (Hz), en tanto la VAP (um/s) en las dos razas se comport6
estadisticamente igual. En contexto, para el semen descongelado las variables como: VSL (um/s),
VAP (um/s), LIN (%), WOB (%) y ALH (um/s) fueron superiores en la raza Saanen con respec-
to a la Alpina, asi mismo la superpoblacion de espermatozoide para los pardmetros de velocidad
progresiva fueron superiores en el semen fresco que el descongelado, estos hallazgos podrian ser
inferidos a la genética y al estado fisiolégico de las razas (Herndndez Corredor, Camargo Rodri-

guez, Silva Torres, Montoya Pdez, y Quintero Moreno, 2018).
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2.4. Criterios de calidad espermatica

2.4.1. Caracteristicas macroscépicas.
Volumen y color del eyaculado

En promedio, el eyaculado en ganado caprino es de 1 mL (0.3 - 1.5), donde se pueden encon-
trar variaciones segun el método de recogida, especie, estado fisiolégico del macho, raza, edad,
tamafo corporal, alimentacién y régimen sexual al que se le somete, en general, eyaculados con
volumen menor a 0.4 mL son descartados (Aisen, 2004; Cortés Gallego, 1998; Derivaux, 1982;
Memon, Bretzlaff, y Ott, 1986).La medida y valoracion del volumen del eyaculado se realiza en
el tubo colector, inmediatamente después de su recogida, evitando errores al pasar el eyaculado de
un recipiente a otro para su valoracion (Evans y cols., 1990). Llevar a cabo una 6ptima medicién
del volumen del eyaculado, es de vital importancia para determinar el nimero total de espermato-

zoides presentes en el mismo.

El semen normal del macho cabrio presenta un color blanco grisidceo o amarillento. La presen-
cia de otras coloraciones o sangre la cual da al semen una coloracién rosada, puede ser debido a
lesiones del pene causadas durante la colecta y/o eyaculado. Las coloraciones pardas son indicado-

res de contaminacidn o alguna clase de infeccion en el sistema reproductor (Trujillo Garcia, 2017).

2.4.2. Caracteristicas microscopicas.
Concentracion espermatica

La concentracién espermdtica se define como el nimero de espermatozoides por unidad de
volumen, expresado normalmente en millones por ml de eyaculado, se pueden encontrar valores
normales para carnero y chivo que oscilan entre 3000 - 7000 x 10° espermatozoides/mL (Aisen,

2004).
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Investigaciones similares reportan que, en promedio, la concentracién espermatica estimada
en el ganado caprino es de 2.500 - 3.000 x106 espermatozoides/ml, pudiendo variar segtin épocas
del afo, caracteristicas raciales e individuales. se pueden encontrar menores diferencias entre los
eyaculados, cuando los machos estdn sometidos a un ritmo periédico de colectas. (Cortés Gallego,

1998)

Motilidad masal e individual

En el analisis de la motilidad masal, se valora la formacion y progresion de ondas producidas
por el desplazamiento de los espermatozoides, las ondas de movimiento sélo pueden ser observa-
das en especies de alta concentracion espermética, como es el caso de pequefios rumiantes (Evans
y cols., 1990). La movilidad individual, es una prueba realizada frecuentemente para determinar la
calidad seminal, en algunas especies, nos determina la capacidad del espermatozoide para fecundar

el ovocito (Evans y cols., 1990; Pomerol y Arrondo, 1994).

El movimiento desarrollado por los espermatozoides es caracteristico de la especie y del estado
fisioldgico en que se encuentre (movimiento tras la eyaculacion, dilucidn, refrigeracion, congela-
cion, hiperactivacién) (Santiago Moreno, Cortes, Gonzalez de Bulnes, y Vinader, 1996), estando
sujeto también al efecto ejercido por el método de recogida, factores ambientales, manejo del se-

men tras su obtencién (Evans y cols., 1990).

Morfologia espermatica

El estudio de la morfologia espermética es otra prueba importante de la contrastacion rutina-
ria del semen. Se ha demostrado que es un indicador importante del descenso de la fertilidad en
humanos y en un gran nimero de especies animales (Morales, 2012). Las anomalias de la cabeza
del espermatozoide han sido asociadas con la reduccion de la capacidad para fecundar al 6vulo y

la pérdida embrionaria temprana, disminucién de la fertilidad y calidad del embrién. Ademds de
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aportar una referencia sobre la fertilidad del eyaculado, la morfologia espermadtica permite la po-
sibilidad de detectar alteraciones en la espermatogénesis y en la maduracién epididimaria (Bonet,

2000).

2.5. Criopreservacion de semen caprino

En los animales de indole productivo, la criopreservacion de semen es una técnica muy utili-
zada en la inseminacion artificial (IA) y en la técnica de fertilizacién in vitro (FIV) (Zanganeh y
cols., 2013a). La importancia de conservar el semen, es prolongar la capacidad fecundante de los
espermatozoides, al reducir o detener su movilidad y reacciones metabdlicas (Evans y cols., 1990).
Cuando el semen se congela y conserva en nitrégeno liquido a muy baja temperatura (-196°c), las
reacciones metabdlicas de los espermatozoides quedan detenidas; esto hace que se puedan conser-
var genes para futuros usos y se asegure la disponibilidad de un semental en particular, ademads,
el semen se puede conservar en épocas distintas a la reproductiva (Evans y cols., 1990; Gorlach,
1999). La congelacion de espermatozoides de macho cabrio sigue representando un desafio, ya que
esta especie tiene la peculiaridad de contener lipasas en el semen, procedentes de las secreciones
de las glandulas bulbouretrales que interactian con la yema de huevo, produciendo sustancias toxi-
cas para el espermatozoide (Iritani, Nishikawa, y Nagasawa, 1964). Por esta razon, los diluyentes
comerciales hoy en dia llevan proteina vegetal (la lecitina de soya) como protector en la criopreser-
vacion (Gil, Rodriguez-Irazoqui, Lundeheim, Soderquist, y Rodriguez-Martinez, 2003b), en este
proceso, se hace uso de diluyentes, los cuales se caracterizan por ser una solucién acuosa, la cual
posee crioprotectores encargados de amortiguar los cambios bioquimicos y los efectos que conlle-
va el proceso de congelacion, ademads, el uso de estos diluyentes permite incrementar el volumen

del eyaculado, permitiendo la producciéon de mas dosis por colecta.

2.5.1. Caracteristicas y composicion de un diluyente

Las principales caracteristicas que deben poseer los diluyentes usados en la crio preservacion

de semen, son:
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= Capacidad amortiguadora (evitar cambios de pH al neutralizar los 4cidos producidos por

metabolismo de los espermatozoides).
= Deben ser isotonicos al semen (tener la misma concentracion de iones libres).
= Proporcionar nutrientes para el metabolismo de los espermatozoides.
= Proteger a los espermatozoides de las lesiones producidas por el choque térmico.

= [os espermatozoides deben de estar protegidos contra dafio durante la congelacién y des-

congelacion.
m Controlar contaminantes microbianos.

Los diluyentes sintéticos mds utilizados, tienen como amortiguador el tris o el citrato, glucosa
o fructosa como fuente de energia y yema de huevo; Cuando se realiza la dilucidn, el diluyente y
el semen deben encontrarse a la misma temperatura (30°C). Se debe agregar el diluyente al semen,

no de forma contraria; la mezcla debe hacerse con suavidad (Ax y cols., 2002)

= Citratos, fosfatos, Fructosa, Glucosa: Son nutrientes para el espermatozoide y favorecen

la anabiosis (acto de revivir después de una muerte aparente).

= Tris (Hidroximetil-aminometano): Es una sustancia quimica con gran capacidad tampo-
nante para proteger a los espermatozoides de las variaciones de pH y facilitar la conservacién

de la vitalidad.

= Glicerol (Glicerina): Tiene accidn crioprotectora. Este protege a los espermatozoides du-

rante el proceso de refrigeracion, congelacién y descongelacion.

= Penicilina y Dihidroestreptomicina: para congelacion de semen se adiciona 1000 Ul/ml
de Penicilina G sddica, o cristalina (no la potasica que es toxica), y 1 mg/ml de Dihidro-
estreptomicina. En esta proporcion estos antibidticos tienen efecto bacteridstatico, es decir,
inhiben el crecimiento bacteriano. Ademads, aseguran una mayor y mejor supervivencia de

los espermatozoides y aumentan la fertilidad (Daza, 1994).
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2.5.2. Congelacion de semen caprino

En los animales de indole productivo, la congelacién de semen es una técnica muy utilizada
en la inseminacion artificial (IA) y en la técnica de fertilizacién in vitro (FIV) (Zanganeh y cols.,
2013b). La importancia de conservar el semen, es prolongar la capacidad fecundante de los es-
permatozoides, al reducir o detener su movilidad y reacciones metabdlicas (Evans y cols., 1990)).
Cuando el semen se congela y conserva en nitrégeno liquido a muy baja temperatura (-196°c), las
reacciones metabolicas de los espermatozoides quedan detenidas; esto hace que se puedan conser-
var genes para futuros usos y se asegure la disponibilidad de un semental en particular. También
de esta forma el semen se puede conservar en épocas distintas a la reproductiva (Evans y cols.,
1990; Gorlach, 1999). La congelacién de espermatozoides de macho cabrio sigue representando
un desafio, ya que esta especie tiene la peculiaridad de contener lipasas en el semen procedentes de
las secreciones de las gldndulas bulbouretrales que interactiian con la yema de huevo, producien-
do sustancias toxicas para el espermatozoide (Iritani y cols., 1964). Por esta razon, los diluyentes
comerciales hoy en dia llevan proteina vegetal (la lecitina de soya) como protector en la criopre-

servacion (Gil, Rodriguez-Irazoqui, Lundeheim, Soderquist, y Rodriguez-Martinez, 2003a).

El proceso de congelacion se realiza en dos etapas, la de enfriamiento y la de congelacion
propiamente dicha. La etapa de enfriamiento es un periodo de adaptacién para los espermatozoides
a un metabolismo reducido, el semen ya diluido se enfria hasta los 5°C, a una velocidad de unos
-0.2 a 0.4 °C/minuto (Cebridn, Muifo-Blanco, Pérez-P¢, Casao, y Palacios, 2010). Al momento de
la congelacion, hay que tener en cuenta que, si la velocidad es demasiado rdpida, se forman cristales
de hielo intracelulares que provocan serias lesiones y rotura de la membrana plasmdtica. Pero si
por el contrario, esa velocidad es demasiado lenta, la formacién de cristales de hielo comienza
en el exterior celular, produciendo la salida de agua del interior de la célula, en un intento por
compensar el aumento de la osmolaridad en el medio extracelular y la célula se deshidrata.Cebridn
y cols. (2010) tambien dice, que existe una velocidad 6ptima de congelacion, que serd variable para

cada especie y para cada tipo de envase empleado. Dicha velocidad oscila entre -10 y -80 °C/min,
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lo mismo ocurre para el proceso de descongelacion
Las muestras congeladas, se descongelan en un proceso de inmersién en bafio maria a una
temperatura de 37°C por un periodo de tiempo minimo de 30 segundos, posteriormente, se secan

y se cortan los extremos de la pajilla para llevar a cabo su analisis.

2.5.3. Funcion Antioxidante

La alteracion de los espermatozoides causada por una produccién excesiva de radicales libres
se ha estudiado extensamente como uno de los mecanismos de esterilidad. Los radicales libres
pueden modificar las funciones celulares, poner en peligro la supervivencia celular o ambas cosas.
Por lo tanto, se debe reducir continuamente el exceso de radicales libres para mantener la funcién
celular normal, debido que, el estrés oxidativo surge como consecuencia de la produccidn excesiva

de radicales libres y del deterioro de los mecanismos de defensa antioxidante (Uysal, 2007)

Las concentraciones moderadamente altas de peréxido de hidrégeno no afectan la viabilidad de
los espermatozoides, pero si los inmovilizan, generalmente por agotamiento del ATP intracelular
y disminucién ulterior en la fosforilacidn de las proteinas del axonema, las altas concentraciones
de perdxido de hidrégeno inducen la peroxidacion lipidica y producen la muerte celular (Muifio-

Blanco y cols., 2008)

Los radicales libres son especies quimicas que tienen un electrén no pareado y se comportan
como moléculas altamente reactivas (Hicks, 2001) Para el control o disminucién de la peroxida-
cion lipidica del espermatozoide, se utilizan los antioxidantes con funcién bioldgica que se definen
como aquellas sustancia que presentes en concentraciones muy pequefias comparadas con las de
un sustrato oxidable, disminuye o evita la oxidacién del sustrato toda vez que resulta un agente re-
ductor mds potente. En bioquimica inorgdnica puede considerarse como un donador de electrones
capaz de evitar una reaccion en cadena de oxidorreduccién. Existen los antioxidantes preventivos

que actdan al inicio de una cadena de oxidacién para reducir o impedir el comienzo de una cadena
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de oxirreduccién. Como ejemplos se pueden considerar los reductores de peroxidos orgdnicos e
inorganicos (enzimas glutation peroxidasa, catalasa y peroxidasa), mientras que los antioxidantes
secundarios son interruptores que actdan al bloquear en alguna etapa la cadena de oxidacién ya
iniciada al captar radicales libres y al acortar la longitud de la cadena de oxidacién y sus conse-

cuencias (vitaminas E y C y la enzima superéxidodismutasa) (Hicks, 2001).

2.54. Glutation peroxidasa

En el organismo existe una constante produccién de radicales libres, moléculas inestables alta-
mente reactivas que pueden causar graves dafios a las células; por ello, existen en nuestro cuerpo
unos mecanismos de defensa que permiten neutralizar los radicales libres, pero si este equilibrio se
rompe, se produce lo que se conoce como estrés oxidativo, que da lugar a diversos cambios fisio-
l6gicos y bioquimicos en las células que conducen a su deterioro y muerte, es por esto que dentro
de los mecanismos de defensa, formados por enzimas y compuestos de bajo peso molecular, desta-
camos la glutatioén peroxidasa, la cual es una enzima selenio dependiente que se localiza en todos
los 6rganos y tejidos del organismo. Su funcién principal es antioxidante, cataliza la reduccion del
peréxido de hidrégeno (H202) o lipoperéxido (L-OOH), usando como agente reductor al gluta-
tién reducido (GSH) en los compartimentos intracelular y extracelular. La actividad enzimaética de
la glutatién peroxidasa es directamente proporcional a la ingesta de selenio, por lo que hay una
estrecha relacion entre la deficiencia de selenio y el estrés oxidativo (San-Miguel y Martin-Gil,

2009).

2.5.5. Selenio

El Selenio forma parte de la glutation peroxidasa, la cual es una enzima que cataliza la elimi-
nacion del peréxido de hidrégeno, por lo cual permite proteger a las membranas de la oxidacidn,
ademds, el selenio es un oligoelemento esencial para humanos, animales y ciertas plantas, ya que
ejerce a través de las selenoproteinas sus funciones bioldgicas: defensa contra el estrés oxidativo,

mantenimiento del estado redox celular, la sefializacion redox e interviene en el metabolismo de
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la hormona tiroidea, ademads, las selenoproteinas participan en la defensa antioxidante (glutation
peroxidasa), formacién de hormonas tiroideas, sintesis de ADN, fertilidad y reproduccién. Estas
selenoproteinas contienen selenio en forma del veintiunavo aminodcido, selenocisteina (Sec). La
selenocisteina es un andlogo de la cisteina (Cys), cuya cadena lateral presenta selenio en lugar de

azufre.(Vazquez, 2011)

El (Se) Selenio es un mineral traza que, en sinergia con la Vitamina E, actian como antioxi-
dantes, en las especies de caprinos el Selenio debe ser ingerido de forma orgénica, con la finalidad
de mejorar el estado anti-oxidativo, la hormona triyodotironina (T3) en el plasma seminal y suero
sanguineo, lo cual ayuda al proceso de la espermatogénesis, a la proteccion de los espermatozoi-
des, a producir semen de mejor calidad y a sintetizar més testosterona (Carrillo et al., 2018). En
este sentido, cabe destacar que el selenio juega diversos papeles, por ejemplo, la Selenocisteina
(SeCys) actia como componente esencial de las selenoproteinas, algunas como la P y W retar-
dan el envejecimiento celular, estds proteinas participan en la cdpsula mitocondrial del esperma
(Seleno) y por ende contribuyen a obtener un mayor indice de fertilidad masculina, es asi que en
niveles de inclusion superiores a los 6ptimos, llega a ser un oligoelemento t6xico; mientras que su
deficiencia reduce la motilidad y viabilidad espermatica en caprinos (Vazquez, 2011)

Tabla 2.3 Niveles de inclusién de Selenio (Se) otorgados por la RDA.

Especies RDA
Ovejas y cabras 100-200 pg/kg de materia seca de pienso / dia

Cerdo 150-300 pg / kg de materia seca de pienso / dia.
Caballo 100 pg / kg de materia seca de pienso / dia.
Burro 150 pg / 100 kg de peso corporal.

Vaca lechera 100 pg / kg de materia seca de pienso / dia.
Vaca de ternera 300 g / kg de materia seca de pienso / dia.
Ternero bovino 100 pg / kg de materia seca de pienso / dia.

Camello 400-800 pg / dia.
Nota: Adaptado de: (Qazi y cols., 2018)

En cuanto al proceso de absorcion, el Se organico al ser ingerido se absorbe a través del intes-

tino delgado, siendo transportado al higado y metabolizado en forma de Selenocisteina y Seleno-
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metionina, la que posteriormente se une a la selenoproteina P, siendo secretada al plasma y a otros
tejidos periféricos como: el cerebro y los testiculos (Ha, 2019). Dentro de las selenoproteinas de
mayor importancia se encuentran la Selenoproteina P estd (SeP) es la mayor proteina contenida en
el plasma, a diferencia de todas las selenoproteinas que contienen 1 dtomo de Se, la SeP contiene
10 dtomos de Se, estd contiene el 50 % de Se en el plasma, estd ayuda a la activacién enzimatica, al
proceso REDOX y a la fertilidad masculina (Saito y Takahashi, 2000). Todas las selenoproteinas
actdan como antioxidantes, es decir reducen el estrés oxidativo, evitando de estd manera la muerte
celular, la insuficiencia de los 6rganos, en cuanto al GPX4 se le conoce por ser una proteina es-
tructural de los espermatozoides, si se presenta una baja funcionalidad de la GPX se le atribuye a
que los espermatozoides tendran una menor motilidad y supervivencia, aparte de existir un fallo a
nivel neuronal, las selenoproteinas fortalecen el sistema inmunitario, puesto que al ser consumidas

en la dieta balanceada generan anticuerpos (Weeks, 2012).

Tabla 2.4 Funciones de las selenoproteinas.

Especies RDA

GPX1 (glutatién peroxidasa citosélica) Se, antioxidante en citosol.

GPX2 (glutatién peroxidasa gastroin- Proteccién antioxidante en el tracto gastro-
testinal) intestinal.

GPX3 (glutation peroxidasa plasméti- Antioxidante extracelular y plasmatico.

ca o extracelular)

GPX4 (fosfolipido hidroperdxido gluta- Antioxidante intracelular.

tién peroxidasa)

GPX5 (selenoproteina de la cdpsula mi-  Antioxidante en el desarrollo de células es-

tocondrial de esperma) permaticas.

D1 (desyodasa tipo I) Regulacién y produccién T4—T3.

D2 (desyodasa de tipo II) Activar la hormona tiroidea.

D3 (desyodasa de tipo I1I) Convierte T4 en r'T3 bioinactivo.

TRs (tiorredoxina reductasa) Sintesis de ADN, regulador redox.

Sel P (selenoproteina P) Antioxidante, transporte de Se, desintoxican-
te.

Sel W (selenoproteina W) Metabolismo muscular antioxidante.

Nota: Adaptado de (Vazquez, 2011)

En el trabajo de investigacion titulado “ “Effect of elemental nano-selenium on semen quality,
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glutathione peroxidase activity, and testis ultrastructure in male Boer goats” “ en donde se seleccio-
naron 42 machos de la raza Boer de 4,5 meses de edad, en donde se adicionaron 0,3 mg Se/Kg de
M.S y se tomaron de 2-3 eyaculados por semana durante 1 mes, se encontré que hubo diferencias
estadisticamente significativas entre el tratamiento control con respecto al tratamiento en donde
se incluyo los 0,3 mg Se/Kg de M.S, en las siguientes variables: concentracion de semen GSP-Px
(U/ml), concentraciéon de ATPasa (U/ml), concentracion de GSH-Px testicular (U/mg), volumen
del eyaculado (ml), motilidad de los espermatozoides ( %), Densidad de espermatica (109 ml-1),
tasa de anomalia de los espermatozoides ( %) y pH de los espermatozoides (Shi y cols., 2010).ver

tabla 2.5.

Tabla 2.5 Efecto del Nano-Se sobre la concentracion de la glutacién peroxidasa a nivel
testicular y seminal, asi como de la concentracién de la ATPasa y sobre los parametros de
calidad seminal.

Ttems Control (n =20) Nano-selenium (n = 22)

Concentracién de semen GSP-Px (U/ml) 13.55 £+ 3.15 29.95 + 2.87.
Concentracién de ATPasa (U/ml) 5.41 + 1.07 16.01 £ 2.00.

Concentracién de GSH-Px testicular (U/mg) 65.20 £+ 5.89 106.51 £ 9.56.
Volumen del eyaculado (ml) 0.87 £+ 0.31 0.97 £+ 0.58.
Motilidad de los espermatozoides ( %) 75.20 £+ 4.69 80.51 + 3.40.
Densidad de esperméatica (109ml-1) 49.38 £ 4.10 51.95 + 3.00.
Tasa de anomalia de los espermatozoides (%) 16.23 + 2.68 4.34 £+ 2.10.
pH de los espermatozoides 6.01 £+ 0.11 5.75 £+ 0.07.

Nota: Adaptado de (Shi y cols., 2010)

2.5.6. Nanoparticulas, y su utilizacion en criopreservacion de semen

La busqueda de implementar nuevas metodologias para la sintesis de nanomateriales que ade-
més de producir nanoparticulas (NPs) de un tamafio uniforme, también implique tener un menor
impacto ambiental, ha mostrado grandes avances no sé6lo para la comunidad cientifica sino también
a nivel industrial. es por esto, que la nanociencia y la nanotecnologia presentan gran variedad de
aplicaciones, pues es un area interdisciplinar entre la biologia, la quimica y la fisica (Tong y cols.,

2008).Una nanoparticula es aquella que posee un tamaio especifico, el cual oscila entre 1-1000
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nm (Jain, El-Sayed, y El-Sayed, 2007) y se pueden definir como atomos artificiales, los cuales
presentan propiedades fisicoquimicas tnicas en relacién a las de la misma especie en su estado

cristalino (Wu y cols., 2006).

Actualmente se han realizado avances significativos en la sintesis de nanoparticulas, utilizando
estrategias de quimica himeda que producen especies de alta calidad de diversos materiales inor-
ganicos. La manipulacion de las condiciones de sintesis permite el control de la morfologia de las
particulas y provee los medios para "moldear"sus propiedades. Estos métodos de sintesis suelen
agruparse en dos categorias ?de arriba hacia abajo?, donde se dividen s6lidos macroscopicos en
porciones mds pequeiias, seguido de volatilizacién del sustrato y condensacion de los componen-
tes; y la segunda, que es la mds empleada por su economia y eficiencia, es ?de abajo hacia arriba?,
que implica la condensacién de dtomos o moléculas en fase gaseosa o liquida (Petersen, Jakobi, y

Barcikowski, 2009).

Existen diferentes rutas sintéticas para la sintesis de NPs en la categoria ?de abajo hacia arriba?;
los mds comunes son el método de sol-gel, sintesis solvotermal y el método coloidal (Chen y
cols., 2004; Fojtik y Henglein, 1993; Sylvestre, Kabashin, Sacher, Meunier, y Luong, 2004). Estas
rutas implican el uso de quimicos téxicos, que llevan a la formacién de subproductos peligrosos
y la contaminacién con los precursores quimicos, por tal motivo, se hace necesario el desarrollo
de procedimientos limpios, no téxicos y amigables con el medio ambiente, para la sintesis de
nanoparticulas. En consecuencia, la ablacion por laser pulsado en medio liquido (PLALM) es una
mejor opcidn, esta técnica consta de un laser pulsado de alta potencia enfocado por medio de un
objetivo sobre un blanco sélido sumergido en un medio liquido. La interaccién de la luz con la
superficie del blanco sélido causa vaporizacion tanto del blanco como de una pequefa cantidad
del liquido que lo rodea dando paso a reacciones quimicas de las que resultan NPs compuestas por

atomos tanto del liquido como del blanco (J. Zhang y Lan, 2008).
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2.5.7. Nanoparticulas ya usadas en semen

El uso de nanoparticulas es una técnica eficiente en los procesos de criopreservacion del semen,
puesto que este proceso genera un alto nivel de estrés oxidativo (Khalil, El-Harairy, Zeidan, y Has-
san, 2019) con carencia en la defensa de antioxidantes, que afectan morfologia y calidad seminal,
provocando un impacto perjudicial en el proceso de fertilizacion (Kumaresan y cols., 2009), es por
ello que la suplementacién de diluyentes promueven la proteccion de los espermatozoides, en el
mercado se pueden encontrar algunos diluyentes en forma de antioxidantes enzimaticos tales como
la glutatién peroxidasa, catalasa y superéxido dismutasa, vitaminas (4dcido ascérbico, ?-tocoferol y
?-caroteno), minerales (Zn y Se) (Rezaeian y cols., 2016). Estos nanomateriales poseen una mayor
absorcidn, reactividad, drea superficial, propiedades tanto antioxidantes como aglutinantes (Nel,

Xia, Madler, y Li, 2006).

Por primera vez se demostré la citocompatibilidad de AgNPs en espermatozoides de cerdo.
Adn con el tratamiento con la dosis de 20 mM se mantuvo la viabilidad del semen de cerdo, la cual

podria considerarse alta comparada con las dosis reportadas por otros autores (Lopez-Pérez, 2017).

Las Au-NP y Ag-NP no parecen ser perjudiciales para los espermatozoides humanos hasta
concentraciones altas (250-500 M) que probablemente son dificiles de alcanzar in vivo. Es obli-

gatorio explorar el efecto genotoxico de las NP en las células germinales (Moretti y cols., 2013).

Adicion de selenio en nanoparticulas (SeNPs) a 0.5 o 1.0ugmL mejora significativamente la
motilidad progresiva y la integridad de membrana plasmaética. Esa mejora puede ser explicada
por el aumento de la capacidad antioxidante, principalmente por la accién de la enzima glutatién
peroxidasa que es una enzima que se encuentra en el plasma seminal, favoreciendo la proteccion

del plasma seminal sobre el estrés oxidativo (Khalil y cols., 2019).
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2.6. Marco Conceptual

Cinematica: parte de la mecdnica que estudia los tipos de movimiento sin atender las causas

que lo producen.

Criopreservacion: la criopreservacion seminal es el proceso en el cual se busca preservar la
informacion genética de sementales, manteniendo la viabilidad celular a temperaturas muy bajas

(-196°c Nitrogeno liquido) por un tiempo indefinido.

Diluyente: mdio de mantenimiento para minimizar los efectos perjudiciales de la criopreser-

vacion.

Espermatozoide: gametos del macho que se producen en los tiibulos seminiferos de los tes-

ticulos.

Nanoparticulas: una nanoparticula es aquella cuyo tamaifio especifico se encuentra entre 1-

1000 nm (Jain y cols., 2007).

Plasma seminal: fluido espeso y de color blanquecino que esta compuesto por un liquido en el
que se encuentran en suspension los espermatozoides; se produce por las secreciones de distintas

glandulas del aparato reproductor masculino.

Radicales libres: aquellas moléculas que tienen un electron desapareado en su orbital mas ex-
terno. Esto les confiere una capacidad de reaccién muy elevada, por lo que son capaces de actuar
en los sistemas bioldgicos produciendo cambios en la composicién quimica o en la estructura de

los elementos celulares.
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Vagina artificial: es una imitacién de la vagina de la hembra, que mediante un estimulo térmi-

co y mecdnico, desencadena la eyaculacion (Aisen, 2004)

2.7.

Marco legal

Resolucion N° 20277 (07/02/2018): Por la cual se establecen los requisitos sanitarios y de
inocuidad para obtener la certificacién en buenas practicas ganaderas BPG en la produccién

primaria de Ovinos y Caprinos.

LEY 811 DE 2003 (junio 26): por medio de la cual se modifica la Ley 101 de 1993, se
crean las organizaciones de cadenas en el sector agropecuario, pesquero, forestal, acuicola,

las Sociedades Agrarias de Transformacidn, sat, y se dictan otras disposiciones.

Resolucion 889 (10/04/2003): Por la cual se establecen requisitos sanitarios para las fincas
que produzcan bovinos, ovinos, caprinos y bubalinos para sacrificio con destino a la expor-

tacion

Resolucion 1192 de 2008: Por la cual se establecen medidas sanitarias para la Prevencion, el
Control y la Erradicacién de la Brucelosis en las especies bovina, bufalina, caprina, ovina y

porcina en la Republica de Colombia.

Decreto 1500 de 2007: del Ministerio de Proteccidn Social, por el cual se establece el regla-
mento técnico a través del cual se crea el sistema oficial de Inspeccion, vigilancia y control
de la carne, productos carnicos comestibles y derivados carnicos destinados para el consumo
humano y los requisitos sanitarios y de inocuidad que se deben cumplir en su produccion
primaria, beneficio, desposte, desprese, procesamiento, almacenamiento, transporte, comer-

cializacién, expendio, importacidén o exportacion.

CONPES 3375 de 2005, por el cual se define la politica nacional de sanidad agropecuaria e

inocuidad de alimentos para el sistema de medidas sanitarias y fitosanitaria.
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= Resolucion 008430 de octubre 4 de 1993 del Ministerio de Salud de la Republica de Co-
lombia: esta investigacion se consideré como investigacion sin riesgo de acuerdo al articulo
11 de esta dltima resolucion, dado que no se hard una modificacién genética, bioquimica,

celular, fisioldgica o cambios en los modelos de estudio.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Localizacion

El presente trabajo de investigacion se realizé en las instalaciones de la granja Los Andes y el
laboratorio de Biotecnologia Reproductiva del Servicio Nacional de Aprendizaje (SENA), ubica-
dos en el municipio de Mélaga, Santander, a una altitud de 2.105 msnm, y una georreferenciacion

de 6°43'27"N y 72°43'0"W.

3.2. Insumos quimicos

Los insumos usados en este estudio, como el Selenio del 99.9 % pureza transformado en na-
noparticulas de Selenio, fue importado por medio de la empresa PLMC (Plasma and Materials
Characterization), ademas se utilizé Triladyl| Minitube, como medio diluyente en agua bidestila-

da. FiguraC.2y C4

3.3. Animales experimentales y colectas de acostumbramiento

El estudio se realizé con machos caprinos de 5-6 afios de edad de razas Boer, Alpino frances,
Alpino americano y Saanen cuyos animales se encontraban en una condicion corporal de 3 a 3.5,
mantenidos en las mismas condiciones de alimentacidn, agua y alojamiento, éstos animales fueron

preparados para la colecta segtin se describe en el apendice A; ademds fue necesaria la utilizacion
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de 2 hembras caprinas estrogenizadas por medio de una dosis de 0.5 ml via intramuscular de Es-

troZoo (Benzoato de estradiol), facilitando la receptividad hacia los machos.Figura C.1

Las colectas de semen fueron realizadas por medio de una vagina artificial, éste proceso tuvo
un periodo de acostumbramiento de un mes previo al experimento. Las colectas fueron analizadas
para determinar la calidad seminal de los eyaculados mediante los criterios de aceptacion definidos
para su posterior congelacion, estos procedimientos se realizaron teniendo en cuenta los implemen-

tos y el protocolo que se describe en el apéndice B.

3.4. Preparacion de las nanoparticulas de Selenio

Se utiliz6 la técnica de ablacion laser pulsado en medio liquido (PLAL- pulsed laser ablation in
liquids), fue utilizado un l4ser pulsado de Nd: YAG, operando en frecuencia de pulso de a 10Hz, con
ancho de pulso de 10ns y energias méaximas de 850mJ, 400mJ y 185mlJ en las longitudes de onda
de 1064nm (infrarrojo), 532nm (verde) y 355nm (ultravioleta) respectivamente (Fojtik y Henglein,
1993), fue usado como solvente agua ultra pura para la preparacion de las nanoparticulas de selenio
(NPs Se) para medio liquido, libres de reactivos y contaminantes. La distribucién de tamafio de
particulas de las NPso preparadas en medio liquido fue caracterizada en un equipo SALD 2201 y
potencial Zeta. El tamafio de la nanoparticula fue de 80 nm, con un potencial Z (mV) -19.4 £ 0.30
y con un indice de polidispercién (PDI) de 0.4 + 0.03. La solucion final tuvo una concentracién
de 0,1x10-3 gr/ml.

Figura C.3

3.5. Aceptacion de eyaculados, congelacion y descongelacion

La fase experimental fue realizada en dos oportunidades para constatar los resultados obteni-
dos. En un primer experimento realizado, se obtuvieron dos eyaculados y 40 pajillas mediante el

método de vagina artificial. Luego de obtener las colectas de los eyaculados, se mezclaron con la
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primera fraccion del diluyente (1:1) una vez estabilizado a 35 °C en bafio maria, se analizaron para
establecer la concentracion espermatica a la que se congelaran las muestras experimentales; en una
segunda fase experimental, se colectaron tres eyaculados y 60 pajillas mediante método de vagina
artificial, los eyaculados se diluyeron (1:1) y se continuo con la curva de refrigeracion. Figura C.5

y C.6

El semen fue diluido hasta garantizar en promedio una concentracién final de 120X10° spz/ml
en un medio de congelacidon espermatico Triladyl, preparado en su forma comercial en una pro-
porcién del 60 % de agua bidestilada, 20 % de yema de huevo y 20 % de diluyente Triladyl, a una

temperatura de 35 °C.

Las SeNPs fueron adicionadas en las proporciones de 1% y 2 % en las muestras diluidas, se
lograron destinar 5 pajillas para cada tratamiento por eyaculado, identificadas por color durante
su sellado, se continud con la respectiva curva de refrigeracion (1°C/3min) hasta llegar a los 5°C,
donde se evaluaron las variables de calidad seminal por tratamiento, teniendo asi, datos de refe-
rencia al momento antes de su congelacion. Estos procesos e implementos para la congelacion y

descongelacion de las pajillas, se describen en el apéndice C.

3.6. Analisis espermatico

El andlisis del semen fresco se realiz6 inmediatamente se hizo la colecta, para obtener los pa-
rametros espermaticos como volumen, color, consistencia, concentracion espermatica, motilidad
masal y motilidad total, siendo estos pardmetros los necesarios para aprobar el semen que seria
congelado. Las variables de cinematica (Motilidad, Motilidad Progresiva, Motilidad circular, Mo-
tilidad rapida, Motilidad Lenta, Motilidad local y espermatozoides Inmoviles) fueron determinadas

por medio del Sistema computalizado CASA® Audiovision.Figura C. y C.8
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3.7. Andlisis estadistico

Con el proposito de evaluar la respuesta del uso de nanoparticulas de selenio adicionadas al
1% y 2% sobre la calidad del semen pre-congelado (5 °C) y post-descongelado en los tratamien-
tos experimentales sobre las variables: concentracién espermatica [10°/ml], motilidad total ( %),
motilidad progresiva ( %), motilidad circular ( %), motilidad rapida ( %), motilidad lenta ( %), mo-
tilidad local (%) y espermios inméviles ( %), se realizé la prueba de normalidad t-Student. Los
datos fueron analizados el programa InfoStat version (2018).

Tratamientos experimentales

T1: Inclusién del 1 % de Nanoparticulas de Selenio.

T2: Inclusién del 2 % de Nanoparticulas de Selenio.

Planteamiento de Hipotesis.

HO: la adicién de nanoparticulas de selenio al 1y 2 % es igual.

H1: La adicién de nanoparticulas de selenio al 1y 2 % no es igual.
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4. Resultados y Discusion

4.1. Experimento I

Tabla 4.1 Anélisis espermético del semen caprino pre-congelado

Variables Inclusién 1% SeNps  Inclusion 2 % SeNps T p Valor
Concentracion epz [10%/ml] 100,34 60,36 3,56 0,0052
Mot Total| %] 65.64 37,37 11,23  0,0001

Mot progresiva[ %] 51,57 26,89 14,68  0,0001
Motilidad circular (%) 0 0,07 -2,4  0,0397
Mot rapida [ %] 12,16 9,29 254 0,0317

Mot lenta | %)] 39,41 17,55 19,25  0,0001

Mot local [ %] 14,08 10,49 411 0,0007

Epz inmdéviles| %] 34,37 62,63 -11,24  0,0001

SeNps: Nanoparticulas de selenio
Prueba t-Student

Con base a la Tabla 4.1 del experimento I para el andlisis espermatico del semen caprino pre-
congelado a 5°C la medicién de variables: concentracién espermadtica [10%/ml], motilidad total,
motilidad progresiva, motilidad circular, motilidad rapida, motilidad lenta, motilidad local y esper-
mios inmdviles estimadas en porcentaje ( %) se observé que los tratamientos T1 y T2 presentaron

diferencias estadisticamente significativas (a=0,05).
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Tabla 4.2 Analisis espermatico del semen caprino post-descongelacion

Variables Inclusién 1% SeNps  Inclusion 2 % SeNps T p Valor

Mot Total| %] 33,99 33,96 0,00  0,9969
Mot progresiva| % 26,86 25,85 0.15  0.8835
Motilidad circular (%) 0,07 0,08 -0,15  0,8789
Mot rapida [ %] 7,31 8,78 -0.76  0,4555
Mot lenta [ %] 19,44 16,96 0,48 0,1241
Mot local [ %)] 7,13 8,14 -0.72  0,4812
Epz inméviles| %) 66,01 66,04 0,00  0.9969

SeNps: Nanoparticulas de selenio
Prueba t-Student

Con base a la Tabla 4.2 del experimento I para el andlisis espermético del semen caprino pre-
congelado a 5°C en la medicién de variables: concentracién espermdtica [10%/ml], motilidad total,
motilidad progresiva, motilidad circular, motilidad rapida, motilidad lenta, motilidad local y es-
permios inméviles estimadas en porcentaje ( %) se observé que los tratamientos T1 y T2 no se

presentaron diferencias estadisticamente significativas («=0,05).

4.2. Experimento II

Tabla 4.3 Anélisis espermatico del semen caprino pre-congelacién

Variables Inclusién 1% SeNps Inclusion 2 % SeNps T p Valor
Concentracion epz [10° /ml] 153,53 124,88 1,97 0,0585
Mot Total[ %] 77,78 73,28 0,81 0,4318

Mot progresiva| %] 59,3 61,27 -0,32  0,7522
Motilidad circular ( %) 0,06 0,13 -4,16  0,0007
Mot rapida [ %] 21,25 26,47 -1,54  0,1414

Mot lenta [ %] 38,01 35,35 0,87  0,3988

Mot local [ %)] 18,48 12 9,32 0,0001

Epz inméviles| %) 22,23 26,72 -0,81 0,4318

SeNps: Nanoparticulas de selenio
Prueba t-Student

Con respecto a la Tabla 4.3 del experimento II en el anélisis espermadtico del semen caprino

pre-congelado a 5°C para la medicién de variables concentracién espermatica [10°/ml], motilidad

39



NANOPARTICULAS EN DILUYENTE DE CONGELACION SEMEN 40

circular (%) y motilidad local ( %) los tratamientos T1 y T2 se comportaron estadisticamente di-

ferente.
En tanto, las variables de motilidad total, motilidad progresiva, , motilidad rapida, motilidad
lenta y espermios inméviles estimadas en porcentaje (%) se determiné que los tratamientos T1 y

T2 se comportaron de manera estadisticamente igual (a=0,05).

Tabla 4.4 Anélisis esperméatico del semen caprino post-descongelacion

Variables Inclusién 1% SeNps  Inclusion 2 % SeNps T p Valor

Mot Total[ %] 30,99 23,28 1,60  0,1237
Mot progresiva| %] 19,32 15,89 1,13 0,2689
Motilidad circular (%) 0,01 0,01 -0,45  0,6593
Mot rapida [ %] 7,68 7,15 0,48  0,6365
Mot lenta | %)] 11,63 8,73 1,21 0,2370
Mot local [ %)] 11,66 7,39 1,65 0,1167
Epz inméviles| %) 69,01 76,73 -1,60  0,2350

SeNps: Nanoparticulas de selenio
Prueba t-Student

Con respecto a la Tabla 4.4 del experimento II, en el analisis espermético del semen caprino
post-descongelado para la medicién de variables concentracién espermdtica [10%/ml], motilidad
total, motilidad progresiva, motilidad circular, motilidad rdapida, motilidad lenta, motilidad local y
espermios inmdéviles estimadas en porcentaje (%) se determiné que los tratamientos T1 y T2 se

comportaron estadisticamente iguales (a=0,05).

4.3. Discusion

En el presente estudio del andlisis espermdtico del semen caprino pre-congelado (5°C) en el
experimento I arrojé diferencias estadisticamente significativas para todas las variables estudia-
das; en cambid en el semen post-descongelado, no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas para las variables concentracién espermadtica [10°/ml], motilidad total ( %), motili-
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dad progresiva (%), motilidad circular ( %), motilidad rdpida ( %), motilidad lenta ( %), motilidad
local (%) y espermios inméviles ( %) (a=0,05), esto quiere decir que las nanoparticulas de selenio
al 1 y 2% tuvieron en el pre-congelamiento a 5° C y no al momento de la post-descongelacion,
estos datos se correlacionan con los obtenidos por (Moreno-Avalos y cols., 2021) quien encontrd
una viabilidad espermadtica para el semen refrigerado que va del 51 % al 79,3 %, lo que supone
un porcentaje de espermatozoides muertos de 49 % y 20,7 %, datos que pudieron ser propiciados
a la composicién del diluyente, ya que de por si afecta la calidad espermatica tanto en el proce-
so de refrigeracion como al de post-descongelamiento (Stewart y cols., 2018), en este estudio se
encontrd diferencias estadisticamente significativas para la concentracion espermadtica con valores
oscilatorios de 153,536x10° a 60,36x10° espermatozoides/ml tanto en el experimento I y II del
semen pre-congelado 5°C dato un tanto intermedio con respecto a los encontrados por Camara et
al., (2019) el cual reportd una concentracion espermadtica del semen fresco de 3,55x10%, en este
estudio para el semen refrigerado se obtuvo valores para la misma variable de 1,8236x10° en el
tratamiento alternativo y 1,03x10° en el tratamiento testigo; ya para las variables de motilidad total
se reportaron valores de 33,37 a 77,78 % y una motilidad progresiva 15,89 a 25,85 % datos un tan-
to inferiores y correlacionados a los obtenidos por Cavalcante (2003) quien encontré en el semen
descongelado una motilidad total igual al 51 % y una motilidad progresiva del 21 %, en base a es-
tos valores reportados hizo alusién a que el proceso de pasar el semen fresco a post-descongelado
disminuye los procesos de motilidad progresiva hasta en un 46 %, asi mismo el proceso de crio-
preservacion es nocivo para la motilidad total y la velocidad de trayectoria de los espermatozoides
tomado de (BARROSO, 2018), aunque los valores de motilidad en general también varian de
acuerdo a la fraccion del eyaculado, el biotipo racial, el procedimiento de congelacion, la circun-
ferencia escrotal y el tipo de diluyente que se empleen, es asi que en estudios realizados utilizando
Triladyl® como diluyente, se observé porcentaje de motilidad del 35,3 % (Hernandez-Corredor,
Nivia-Osuna, Herndndez-Villamizar, Rubio-Parada, y Quintero-Moreno, 2013), sin embargo las
motilidades total y progresiva en este estudio son mayores que las encontradas por Camara et al.,

(2019) quien obtuvo valores para el semen descongelado una motilidad total ( %) del 20,50 % valo-
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res que concuerdan con los intervalos en base a la media poblacional de este estudio, sin embargo
los valores que cita el autor para el pardmetro motilidad progresiva fueron inferiores con un valor
de 11,29 %. Otra de las variables identificadas en este estudio fue la cantidad de espermios inm6-
viles medida en porcentaje, la cual en el semen post-descongelado oscilo entre valores de 66,01
a 76,73 %, este pardmetro no hace solo alusién a la cantidad de espermatozoides muertos, sino
también a aquellos que estando vivos o muertos, tienen algin defecto en su morfologia, estos datos
pueden ser referentes a que durante el proceso de la criopreservacion se presenta deshidratacion
del espermatozoide, cambio celular, dafio estructural de la membrana y desnaturalizacién de la
proteina, disminuyendo en si el porcentaje de viabilidad hasta en un 50 % por dafios en el semen

(Sakashita, de Carvalho Rodrigues, Rodello, Monteiro, y lapichini, 2016).
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4. Conclusiones

En cuanto al semen pre-congelado a temperatura de 5°C, se evidencié que en la toma de mues-
tras de los eyaculados para el experimento I, las variables (concentracién espermadtica [10°/ml],
motilidad total (%), motilidad progresiva ( %), motilidad rdpida ( %), motilidad local ( %), motili-
dad lenta ( %) y espermios inméviles ( %) ) se comportaron de manera estadisticamente diferentes,
los tratamientos que tenian el 1% de nanoparticulas de selenio con respecto al tratamiento que
inclufa el 2 % de nanoparticulas de selenio. En los resultados analizados de pre-congelacién del
experimento II para la medicion de variables concentracién espermatica [10%/ml], motilidad circu-
lar ( %) y motilidad local ( %) los tratamientos T1 y T2 se comportaron estadisticamente diferente;
en tanto, los parametros de motilidad total, motilidad progresiva, , motilidad rapida, motilidad lenta
y espermios inmdéviles estimadas en porcentaje (%) se determiné que los tratamientos T1 y T2 se

comportaron de manera estadisticamente igual (a=0,05).

Para el semen post-descongelado en la medicién I y II de las tomas de muestra de los pa-
rametros espermadticos y cinemdticos no presentaron diferencias estadisticamente significativas,
demostrando asi, que no hubo ninguna respuesta en el uso de nanoparticulas de Selenio sobre los

parametros de cinemdtica espermatica pdurante el proceso de congelacion.
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5.1. Recomendaciones

Seria interesante que en proximos trabajos investigativos se evaluara el perfil de la actividad
enzimadtica de la glutation peroxidasa y su efecto para disminuir el estrés oxidativo sobre pardme-
tros de calidad espermaética tales como: motilidad, vigor espermético y correlacionar los datos que

se obtengan sobre el indice de fertilidad.

Teniendo en cuenta que en el mercado existen variedad de nanoparticulas que ayudan a la crio-
preservacion del semen, seria importante realizar un estudio acerca de las cantidades 6ptimas de
inclusion de éstas en el diluyente y determinar si existen propiedades citotoxicas similares a la

adicion de nanoparticulas como es el caso de las NPCu, NPZn, NPAg y NPTiO2.

Del mismo modo, seria importante hacer un estudio del efecto de diferentes diluyentes (Tri-
ladyl, Bioexcell, Tris, Edat, Equex) con variadas inclusiones de nanoparticulas de Selenio en pro-
cesos de criopreservacion del semen, para que pueda haber un tratamiento testigo (diluyente co-
mercial) vs. tratamientos alternativos (inclusion de nanoparticulas), de igual forma, se podria tomar

el biotipo racial de los animales, y asi poder determinar si hay una variacion entre razas.

Se sugiere realizar un estudio en se evalte el efecto de las nanoparticulas sobre la integridad de

las membranas plasmaéticas, la morfologia y el ADN de los espermatozoides.

Para finalizar, seria indispensable realizar un proyecto en donde se evalte el uso de antioxi-
dantes vs. el uso de nanoparticulas sobre la criopreservacion de semen caprino sobre la calidad
espermadtica, el proceso de espermatogénesis, los patrones de motilidad, el vigor espermético y el
aumento de la fertilidad, ademas se podria sugerir, comparar todas estas variables analizando uni-

dades experimentales periodicamente durante un determinado tiempo.
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Apéndice A

5.2. Criterios de aceptacion.

s Motilidad masal >3.

» Motilidad progresiva 70 %.

= Morfologia 70 %.

Preparacion de los machos para las colectas
Protocolo para la colecta de semen
La colecta de semen es uno de los procesos mds importantes en los programas de 1A, IATF Y

FIV, debido a que el éxito de una buena muestra seminal, depende de diferentes factores y condi-

ciones al momento de realizar la colecta.
Para el desarrollo de esta practica serd empleada una Vagina artificial, para realizar la colecta

seminal, siendo esta, un equipo muy conocido y con excelentes resultados en la obtencion de los

eyaculados.
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Proceso de higienizacion pre colecta.

Este proceso, se inicia realizando un lavado para limpiar la parte ventro abdominal y un lavado
interno del prepucio realizando una serie de masajes para remover cualquier tipo de suciedad pre-

sente y posteriormente se realiza un secado con papel toalla.

Luego, se realiza un corte al exceso de pelo alrededor del prepucio, siempre teniendo cuidado,
de no lastimar al animal, una vez culminado este proceso, se realiza un nuevo lavado con agua y
jabon neutro para un posterior secado con papel toalla, para finalizar este proceso de higienizacion,
de realiza un lavado interno del prepucio con una infusién de solucién salina, con el fin de evitar

que el semen se contamine, con alguin tipo de agente externo o por mismas secreciones del animal.

Estas acciones se realizan con el fin de obtener muestras seminales dptimas para su congela-

cion.

Paso a paso:

= Lavado de la parte ventral abdominal con la utilizacién de jabon neutro y abundante agua y

secado con papel toalla.
= Corte del exceso de pelo del orificio prepucial con la ayuda de una tijera.

= Lavado del orificio prepucial con la utilizacién de jabon neutro y abundante agua y el secado

con papel toalla.

= Lavado con solucion fisioldgica de la parte interna del prepucio.

Estimulo sexual pre colecta.

Se debe estimular al macho antes de realizar la colecta, con falsas montas sobre hembras es-

trogenizadas, y asi estimular la secrecion de fluidos secretados por las glandulas sexuales, para
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eliminar material contaminante de la uretra.

Con estas acciones, se pretende obtener una mayor cantidad y concentracion de liquido semi-

nal, exponiendo al macho a estimulaciones visuales y olfativa. Se pueden permitir de 2 a 3 falsas

montas.
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Apéndice B

Implementos y protocolos para la colecta de semen.

Colecta de semen con la vagina artificial
La vagina artificial es el equipamiento mas sencillo, econdmico y mds utilizado en la obtencion
de semen, al simular una monta natural, permitiendo eyaculados mas parecidos fisiol6gicamente a

los naturales con una alta calidad.

Los componentes usuales de una (VA) incluyen, un tubo rigido, una camisa interior de cau-
cho o latex de color negro, conectada a una vélvula que permite el llenado con agua caliente y un
posterior llenado de aire, permitiendo ajustar la presién de la vagina, varias bandas eldsticas de
caucho permiten la sujecién del cono colector de latex, un tubo colector de semen y una cubierta

protectora con aislamiento de temperatura y de los rayos solares.

Pasos para la preparacion de la vagina

= Se toma el tubo rigido, y se introduce la camisa de latex en su interior.

= Posteriormente se voltean las dos puntas de los extremos del latex abrazando y sujetando el

tuvo rigido a cada extremo por medio de las bandas el4sticas.

= El tubo colector se coloca en la parte estrecha del cono desechable, el cual se introduce al

tubo rigido, en la parte larga de donde queda la vdlvula de llenado.
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= Luego, se debe retirar la tapa de la vdlvula para su posterior llenado, el agua con la que se

debe llenar la vagina, debe estar a una temperatura de 35°C.

= Para simular la temperatura y presion de la vagina real de la hembra, se puede agregar aire

por medio de la valvula de aire.

= Finalmente se debe tomar la temperatura al interior de la vagina artificial manteniéndose en

un rango de °C.

Todos estos equipos se deben tener en las mejores condiciones de higiene, para asegurar las

mejores condiciones de los eyaculados.
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Pasos para la colecta seminal

= El operario que se encuentra asistiendo a quien colecta, debe sostener al macho, por un lado,

y por el otro lado se debe hacer la persona que realizara la colecta.

= Una vez el animal este proximo a realizar el salto de la obtenciéon del eyaculado, el operario
debera sostener la vagina con una mano y colocarla frente al prepucio, justo detrds de los
miembros anteriores y con la otra mano se realiza el redireccionamiento del pene, hacia la

abertura de la vagina artificial.

= Al momento en el cual el pene tiene contacto con la vagina, ocurre el golpe de rifion, reflejado
en la eyaculacién del macho, inmediatamente, se debe inclinar la vagina y permitir que la

muestra seminal caiga en el tubo colector.

= Luego de obtener el eyaculado del macho, inmediatamente se realiza una dilucién 1:1 y se

destina a sus procesos de andlisis y posterior curva de congelacion.
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Apéndice C

Figura 5.1 Colecta seminal
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Figura 5.2 Selenio

Figura 5.3 Preparacion SeNps
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Figura 5.5 Congelacion de pajillas
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Figura 5.6 Descongelacion de Pajillas
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Figura 5.7 Analisis en CASA

Motilidad & Concentracion
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Figura 5.8 Preparacion de laboratorio
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Apéndice D

5.3. Resultados graficas
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Figura 5.9 Resultados Variable Motilidad Total
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