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Adicion de metil-p-ciclodextrina cargada de colesterol enla
criopreservacion de semen de carnero

Addition of cholesterol-loaded methyl-B-cyclodextrin in cryopreservation
of ram semen

Luis Antonio Castillo Cevallos!, Enrique Paucar Espinoza®?,
Enrique Alvarado Malca3

RESUMEN

Se evaluo el efecto de la adicion de metil-B-ciclodextrina cargada de colesterol (CLC)
sobre las caracteristicas microscopicas del semen refrigerado/descongelado de carnero.
Se emplearon cuatro carneros Asblack de 1-2 afios. Se usaron 30 eyaculados divididos en
grupos de tres alicuotas a los que se agregdé CLC (0, 1 y 2 mg de CLC/120 millones de
espermatozoides, T1, T2 y T3, respectivamente) a 22 °C'y fueron incubados por 15 minu-
tos. Las muestras luego fueron refrigeradas y estabilizadas a 5 °C durante 18 horas. El
congelamiento del semen se hizo en pajillas usando vapores de nitrégeno por 4 minutos
(-120 °C) y luego sumergidas en nitrogeno liquido. No hubo diferencias estadisticas
entre las medias de los tratamientos en todas las caracteristicas del semen refrigerado.
Los resultados pos-descongelacion demuestran mejoras con el uso de colesterol en la
criopreservacion de semen de carnero (p<0.5), obteniendo una motilidad de 65.3,68.7 y
75.37%, vitalidad de 56.6, 60.7 y 66.2% e integridad de membrana de 50.5, 56.4y 63.7%,
para T1, T2 y T3, respectivamente. No hubo diferencia estadistica entre tratamientos con
respecto a las anormalidades espermaticas.
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ABSTRACT

The effect of the addition of cholesterol-loaded methyl-p-cyclodextrin (CLC) on the
microscopic characteristics of chilled and frozen/thawed ram semen was evaluated. Four
1-2-year-old Asblack rams were used. Thirty ejaculates divided into groups of three
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aliquots each were used to which CLC (0, 1 and 2 mg of CLC/120 million sperm, T1, T2 and
T3 respectively) were added at 22 °C and incubated for 15 minutes. Samples were then
refrigerated and stabilized at 5 °C for 18 hours. Semen freezing was done in straws using
nitrogen vapours for 4 minutes (-120 °C) and then submerged in liquid nitrogen. There
were no statistical differences between treatment averages in all characteristics of
refrigerated semen. The post thawing results showed improvements with the use of
cholesterol in the cryopreservation of ram semen (p<0.5), obtaining a motility of 65.3, 68.7
and 75.37%, vitality of 56.6, 60.7 and 66.2% and membrane integrity of 50.5, 56.4 and
63.7%inT1, T2 and T3 respectively. There was no statistical difference between treatments

with respect to sperm abnormalities.
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INTRODUCCION

E181% de la poblacion ovina en el Pera
es de tipo criollo y el 94% del total de la po-
blacion se encuentra en la zona de sierra
(SENAGRO, 2012), mayormente a cargo de
las comunidades campesinas, que no cuen-
tan con programas de mejora genética (FAO,
2004), lo cual se podria realizar con apoyo de
la inseminacion artificial con semen congela-
do via laparoscopica (Eppleston y Maxwell,
1993). Sin embargo, la calidad del semen con-
gelado de ovinos es baja con relacion al se-
men fresco, determinando bajas tasas de pre-
fiez (<40%) (Watson, 2000). No obstante, con
la inseminacion intrauterina laparoscopica se
puede conseguir tasas de concepcion acep-
tables (Andl et al., 1992).

Los espermatozoides criopreservados
sufren dafios bioquimicos (ralentizacion
metabolica) y estructurales (cambios en la
estructura de las bicapas lipidicas de las mem-
branas, tanto plasmaticas como de los
organulos), que finalmente afectan la
funcionalidad de los espermatozoides y su
capacidad fecundante. Los cambios
osmoticos y la formacion de hielo intracelular
son las principales causas de estos dafios
celulares (Holt, 2000).

Diversos estudios demuestran que la

adicion de ciclodextrinas cargadas de coles-
terol al semen puede incrementar eficien-
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temente la funcionalidad de la criopreser-
vacion de los espermatozoides de varias es-
pecies de interés (Purdy y Graham, 2004;
Moore et al., 2005; Mocé et al., 2010Db;
Fashard et al., 2001; Tomas et al., 2014).
Para la adicion de colesterol se pueden utili-
zar oligosacaridos ciclicos, denominados
ciclodextrinas, los cuales poseen una cara
hidrofilica externa y una interna hidrofobica
(Mocé et al.,2010b). Las ciclodextrinas pue-
den cargarse con colesterol antes de su utili-
zacion, y de esta manera van a servir como
medio transportador para incorporarlo a las
membranas  plasmaticas de los
espermatozoides previo a la congelacion,
mejorando asi su fluidez y estabilidad ante
los cambios osmoticos y de temperatura
(Mocé et al., 2010D).

En base a los antecedentes menciona-
dos, el objetivo de esta investigacion fue eva-
luar el efecto de la adicion de metil-p-
ciclodextrina cargada con colesterol sobre la
calidad de las caracteristicas microscopicas
del semen de carnero refrigerado y descon-
gelado.

MATERIALES Y METODOS

Lugar del Estudio
El presente trabajo de investigacion se

realizo en las instalaciones del Banco Nacio-
nal de Semen del Programa de Mejoramien-
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to Animal de la Universidad Nacional Agra-
ria la Molina (UNALM), ubicado en el distri-
to de la Molina, Lima, Peru. El clima presen-
ta temperaturas minimas mensuales prome-
dio de 16.2 °C y maximas de 22.5 °C, hume-
dad relativa promedio anual de 81% y preci-
pitacion total anual de 10 mm.

Animales

Se utilizaron cuatro carneros Asblack
(3/4 Assaf - 1/4 Black Belly) con edades
entre 1 y 2 afios, pertenecientes al centro
pecuario Rigoranch de la UNALM. Los ani-
males permanecieron bajo un mismo régimen
de alimentacion, manejo y cuidado sanitario.
Fueron alimentados con forraje verde, maiz
chala picado, un suplemento a base de con-
centrado y agua ad libitum. Los carneros se
mantuvieron en corrales de tierra de 2.8 x
30x1.2m.

Ciclodextrinas Cargadas de Colesterol
(CLO)

Los productos quimicos utilizados para
la elaboracion de las ciclodextrinas cargadas
de colesterol fueron de Sigma-Aldrich (Cod.
C8667-5@G). La solucion de CLC fue prepa-
rada segun lo descrito por Purdy y Graham
(2004). Brevemente, en un tubo de ensayo
se disolvieron 200 mg de colesterol en 1 ml
de cloroformo. En otro tubo de ensayo se di-
luy6 1 g de metil-B-ciclodextrina (Sigma-
Aldrich, Cod. C4555-5G) en 2 ml de metanol,
se adicionaron 450 pl de la solucion de
colesterol y homogeniz6. En una caja Petri
se removio el solvente usando una corriente
de nitrogeno gaseoso. Los cristales resultan-
tes se dejaron secar 24 h, se pasaron a un
recipiente de vidrio y se almacenaron a 22 °C
hasta su uso. La solucién de CLC se preparo
disolviendo 50 mg de cristales CLC a 1 ml de
medio de dilucion Tris-citrico-glucosa (3.637 g
Tris, 1.99 g 4cido citrico, 1.50 g glucosa) y
100 ml de agua desionizada y esterilizada, pH
proximo a 7 y osmolaridad cercana a 330
mOsm/1, se mezcld con un vortex para homo-
genizar se incubo en bafio maria a 37 °C hasta
su uso.
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Evaluacion del Semen

Se realizaron colecciones semanales
considerando un régimen de dos colecciones
por dia, seguido de un descanso de dos dias
por macho. El semen fue colectado por me-
dio de vagina artificial utilizando una hembra
para simular la monta. Se determino el volu-
men, color y pH en las muestras inmediata-
mente después de la coleccion.

La evaluacion de las caracteristicas
microscopicas del semen fue realizada en tres
momentos: la primera con semen fresco, in-
mediatamente de obtenida la muestra y en
estado de equilibrio; la segunda una vez que
la muestra estuvo diluida con AndroMed®,
refrigerada y equilibrada a 5 °C, antes de ser
congelada; y la tercera luego de la descon-
gelacion. En todos los casos de determino la
motilidad, vitalidad, anormalidades y
funcionalidad de membrana espermatica, y
en fresco se determino, ademas, la concen-
tracion espermatica.

Concentracion y motilidad espermatica

La concentracion y la motilidad fueron
determinadas utilizando el sistema de Anali-
sis Computarizado de Semen (CASA) Andro
Vision® (Minitube). Para el primer caso, se
colocd una gota de 3 pl de la muestra de se-
men diluida (1:49) con diluyente comercial
AndroMed® en una camara de recuento
espermatico. Para evaluar la motilidad, ex-
presada en porcentaje, se colocaron 6 ul de
la muestra de semen sobre una lamina
portaobjetos, previamente temperada a 37 °C
y se cubrieron con una laminilla cubreobjetos
temperada. En ambos casos, las muestras se
observaron con un objetivo de 10X en un mi-
croscopio de contraste de fases y los analisis
se hicieron con el moédulo de Motilidad y Con-
centracion del software AndroVision®.

Vitalidad espermatica
Para el conteo de los espermatozoides

vivos se utilizaron 5 pl de semen puro, 5 pul de
eosina y 5 ul de nigrosina. La mezcla se
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homogenizd y se hizo un frotis en una lamina
portaobjeto dejandolo a temperatura ambien-
te de laboratorio por 20 segundos, para luego
ser observados al microscopio con un aumen-
to de 40x. Se hizo el conteo de 200 células,
determinandose la cantidad de espermatozoi-
des vivos (células blancas) y espermatozoides
muertos (células de color rojo). El resultado
fue expresado en porcentaje.

Anormalidades espermaticas

Se utilizo la misma lamina empleada para
evaluar la vitalidad y en el microscopio a 40x.
Se realizaron tres conteos por muestra y en
cada uno se contabilizaron 200 esperma-
tozoides. El resultado fue expresado en por-
centaje.

Funcionalidad de la
espermadtica

membrana

Se utilizé la prueba de HOST (Hipo
Osmotic Swelling Test), que consiste en la
exposicion de los espermatozoides a un me-
dio hiposmético, segun el protocolo de Co-
rrea’y Zavos (1994), mezclando el semen con
solucion hiposméticaa 100 mOsmol/l, en una
proporcion de 1:10. Se incuba en bafio maria
a 34 °C por 60 min y luego se procede a
mezclar una gota de la muestra seminal con
una gota de glutaraldehido al 2% para rete-
ner la reaccion. Se contaron 200 esperma-
tozoides en el microscopio de contraste de
fase a 40X. Se consideraron esperma-
tozoides con membrana funcional (+) los que
reaccionaron al estrés hiposmotico mediante
la hinchazon de la parte distal de la cola
espermatica.

Procesamiento de Semen

Se utilizé una parte del dilutor
Andromed® (Minitube) y 4 partes de agua
bidestilada en bafio maria a 33.5 °C por 15
minutos para luego mezclarlo y homoge-
nizarlo. El semen fue meclado con el dilutor
en una proporcion de 1/1. Luego, las mues-
tras de semen se dividieron en tres alicuotas
(control sin CLC, 1 mg de CLC y 2 mg de
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CLC por 120 millones de espermatozoides),
agregandose la fraccion requerida a cada ali-
cuota. Se incubaron por 15 minutos a tempe-
ratura ambiente de laboratorio (22 °C), como
describe Purdy y Graham (2004). El semen
diluido fue envasado pajillas Cassou (IMV
Technologies, Francia) de 0.5 ml en concentra-
cion de 60 millones de espermatozoides/ml.
Las pajillas fueron selladas con alcohol
polivinilico.

Parala congelacion, se inicio el descenso
de la temperatura de las pajillas en una
refrigeradora, llevando el semen desde 22 °C
hasta 5 °C en 2 horas, aproximadamente, y
se estabilizé en larefrigeradora a 5 °C duran-
te 18 h, segin las recomendaciones de Quispe
(1998). Posteriormente, las pajillas se congela-
ron en vapores de nitrégeno liquido (-120 °C)
en un tiempo de 4 minutos y luego se sumer-
gieron directamente en el nitrogeno liquido.
El descongelamiento de las pajillas se realizo
a una temperatura de 38 °C en un termo
descongelador por 20-30 segundos.

Analisis Estadistico

Para las caracteristicas macro y micros-
copicas del semen fresco se utilizo estadisti-
ca descriptiva (promedios y desviaciones
estandar). Los datos porcentuales se trans-
formaron angularmente por medio del
arcoseno para acercarlos a una distribucion
normal. Para la determinacion del efecto de
las ciclodextrinas cargadas de colesterol so-
bre las variables evaluadas se realiz6 un ana-
lisis de Disefio en Bloques Completamente al
Azar con submuestreos. Para la compara-
cion multiple de medias se aplico la prueba
de Tukey.

RESULTADOS Y DISCUSION

Viabilidad del Semen Refrigerado
No se encontraron diferencias signifi-

cativas entre tratamientos para las variables
en estudio (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Caracteristicas del semen refrigerado de carnero y tratado con metil-p-

ciclodextrinas saturadas de colesterol (CLC/120 x 10° espermatozoides)

Variable 0 mg 1 mg 2 mg
Motilidad total (%) 90.98 £ 2.35 91.96 + 1.66 92.52+2.00
Motilidad progresiva (%) 83.88 +4.82 85.32+4.41 86.53 +£4.06
Inméviles (%) 9.02 £2.35 8.04 £ 1.66 7.49 £2.00
Vitalidad (%) 85.79 £ 4.55 87.23 £ 4.51 88.34+£4.73
Anormalidades espermaticas (%) 7.50+1.38 7.77 £ 1.63 8.33+1.71
HOST (%) 86.61 +£3.99 87.81+ 3.67 88.08 = 3.62

Sin diferencias estadisticas entre medias de cada variable

Lamotilidad total y progresiva después
de la fase de estabilizacion en la etapa de
refrigerado vario entre 90.98 y 92.56% y
entre 83.88 y 86.53%, respectivamente, sin
diferencia significativa entre tratamientos
(Cuadro 1). Estos resultados son superiores
a los obtenidos por Spalekova et al. (2014),
quienes obtuvieron motilidades totales 43 y
63% y motilidades progresivas entre 35 y
60% a las 24 h de incubacion por efecto
de la cafeina con concentraciones entre 0
y 4 mmol/l. Por otro lado, Cabrera et al.
(2010) reportaron porcentajes de motilidad
cercanos al presente estudio (84.6 y 83.3%)
al evaluar dos dilutores (Tris - Fructosa -
Yema de huevo y Citrato - Glucosa - Yema
de huevo) en carneros Assaf.

Los porcentajes de vitalidad (85.79-
88.34%) obtenidos fueron ligeramente supe-
riores a los reportados por Apaza (2017) al
evaluar dilutores a base de diferentes tipos
de yema de huevo; no obstante, dicho autor
encontré menores porcentajes de anormali-
dades en el semen refrigerado de carnero.
Por otro lado, los resultados de integridad de
membrana fueron ligeramente superiores a
los observados por Cabrera y Pantoja (2008)
al evaluar el efecto de los dilutores Tris y
Ovine Freezing.
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A pesar de no haber diferencia signifi-
cativa entre tratamientos, los resultados si-
guen la tendencia observada en el estudio de
Salmon et al. (2016), quienes encontraron que
el esperma tratado con 2 mg de CLC/120 x
10¢ espermatozoides ofrece una mayor pro-
teccion a la calidad del esperma (motilidad y
vitalidad) después del shock frio en los
espermatozoides de carnero.

Viabilidad del Semen Criopreservado

Los porcentajes de espermatozoides
moviles totales, moviles progresivos, vivos y
con membrana citoplasmatica intacta fueron
significativamente superiores cuando las
muestras fueron tratadas con metil--
ciclodextrina cargada de colesterol previa-
mente a la criopreservacion comparado con
el tratamiento control (p<0.05), siendo la con-
centracion de 2 mg de CLC/120x10°¢ de
espermatozoides (T3) la dosis de mejor com-
portamiento (Cuadro 2). La frecuencia de
anormalidades espermaticas no fue afectada
por los tratamientos en estudio.

T3 presentd 9.93% mas de motilidad
total y 6.7% mas de espermatozoides movi-
les progresivos respecto al grupo control (T1).
Las ventajas obtenidas en T3 concuerdan con
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Cuadro 2. Efecto de la adicion de metil-B-ciclodextrina saturada de colesterol (CLC) sobre
las caracteristicas microscopicas pos-descongelacion de semen de carnero

(CLC/120 x 10° espermatozoides)

Variable 0 mg 1 mg 2 mg

Motilidad total (%) 65.34 +5.94° 68.68 = 5.54° 7527 £5.7°
Motilidad progresiva (%) 55.13 £7.59° 56.07 + 7.83° 61.83 £7.12*
Inméviles (%) 34.66 + 5.94* 31.32+5.54* 2473 £5.7°
Vitalidad (%) 56.58 +7.34° 60.70 + 8.01% 66.23 £ 7.99%
Anormalidades espermaticas (%) 9.60 £ 1.99* 10.13 + 1.94° 11.23 +1.96°
HOST (%) 50.54 +7.17° 56.49 + 7.43° 63.71 +5.9*

2P etras diferentes dentro de filas muestran diferencias significativas entre las medias (p<0.05)

los resultados positivos obtenidos por
Batissaco (2014) en semen de carnero y con
Moraes et al. (2010) en semen de toro. No
obstante, Purdy et al. (2010) no encontraron
diferencias importantes en términos de
motilidad total y motilidad progresiva con el
uso de CLC en semen de toros. Las diferen-
cias entre estudios pueden atribuirse a la es-
pecie animal, a las caracteristicas de
espermatozoides de diferentes individuos den-
tro de una especie o lineas dentro de una es-
pecie que pueden responder de manera dife-
rente a la CLC (Mocé et al., 2010b). Ade-
mas, dentro de los factores responsables de
esta variabilidad de resultados se debe consi-
derar que en estos experimentos se usaron
diferentes diluyentes y temperaturas de
incubacion con las CLC, asi como diversos
protocolos de refrigeracion y congelacion.

El porcentaje promedio de vitalidad fue
superior en T3 (p<0.05), resultado similar al
obtenido por Motamedi et al. (2014), quienes
obtuvieron 10% extra de vialidad espermatica
con la adicion de 3 mg de CLC/120 x 10 de
células en el diluyente Tris en semen de car-
nero. Las evidentes efectos protectores del
colesterol en las membranas espermaticas,
reflejadas en mayores porcentajes de vitali-
dad, se deben al efecto del colesterol sobre
la estabilizacion de la membrana y la dismi-
nucion de la permeabilidad de la membrana,

1642

que permite interacciones entre células, ade-
mas de proporcionar microambientes quimi-
cosy fisicos adecuados, siendo un antioxidante
de membrana (Crockett, 1998). Por otro lado,
el ligero incremento de anormalidades
espermaticas, sin diferencias entre tratamien-
tos, es de esperarse al pasar por el proceso
de criopreservacion (Verstegen et al., 2002).

La mayor proteccion de la funcionalidad
de la membrana espermatica se observo en
T3 (p<0.05), encontrandose 13.2% de dife-
rencia porcentual con relacion al tratamiento
control. Este resultado fue superior al grado
de proteccion obtenido por Salmon (2016) de
29.6% en el semen suplementado a base de
leche desnatada + CLC (2 mg de CLC/120 x
10 espermatozoides) y de 21% en el semen
control diluido con Triladyl®. Por otro lado,
Mocé et al. (2010b) obtuvieron mayores di-
ferencias con semen de carnero tratado con
2 mg de CLC/120 x 10° de espermatozoides
previo a la congelacion que en el grupo con-
trol no suplementado, posiblemente debido a
que los carneros empleados se caracteriza-
ban por su baja respuesta a la congelacion,
mientras que en el presente estudio eran car-
neros cuyo semen era de buena motilidad lue-
go del proceso de congelacion/descongela-
cion. Asi mismo, habria que considerar que,
si bien, la adicion de la dosis 2 mg de CLC/120
x 10% de espermatozoides mejora la integri-
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dad de membrana, al mismo tiempo, los re-
sultados son menores si la concentracion
excede esta concentracion (Mocé et al.,
2010b).

Por medio del uso de ciclodextrinas, es
posible manipular el contenido de colesterol
celular, cambiando las condiciones que van
desde el enriquecimiento neto de colesterol
hasta el agotamiento; ademas, otorga un mé-
todo apropiado, preciso y reproducible para
modificar el contenido de colesterol de célu-
las (Christian et al., 2007).

El tratamiento de los espermatozoides
de carnero con CLC puede aumentar el con-
tenido de colesterol de los espermatozoides
en mas de 1.9 veces y aunque se tienen pér-
didas en el enfriamiento y la criopreservacion,
el contenido de colesterol se conserva en
mayor proporcion en los espermatozoides tra-
tados con CLC respecto de aquellos no tra-
tados (Mocé et al., 2010a). Asi, la adicion de
CLC a los diluyentes mejora la viabilidad de
los espermatozoides y reduce el dafio del
acrosoma posteriores a la congelacion/des-
congelacion (Tomas et al., 2014).

CONCLUSIONES

e La adicion de metil-B-ciclodextrina sa-
turada de colesterol previo a la criopre-
servacion conservo con mayor efectivi-
dad lamotilidad, vitalidad e integridad de
membrana acrosomal del semen de car-
nero luego de la descongelacion.

e Los mejores resultados en viabilidad
espermatica pos-descongelacion fueron
obtenidos con la adicién de 2 mg de
CLC/120 millones de espermatozoides.
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