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RESUMEN

Objetivo. Evaluar el efecto del colesterol y la dimetilformamida (DMF) sobre la criosupervivencia
del semen de caballos criollos colombianos. Materiales y métodos. Se recolecté semen de diez
caballos y se congeld bajo el mismo protocolo, con variaciones del crioprotector (glicerol 5% o DMF
5%) y la adicidon o ausencia de colesterol como modificador de membrana (1.5 mg ciclodextrinas
con colesterol por cada 120 x 10° células). La criosupervivencia se evalué estimando movilidad
mediante el software SCA. La vitalidad e integridad de membrana posdescongelacion se estimo
usando eosina-nigrosina y test hipo-osmotico respectivamente. Resultados. Incubar el semen con
el colesterol, tuvo un aumento significativo del porcentaje de movilidad total y progresiva, en la
velocidad de los espermatozoides y el porcentaje de espermatozoides rapidos y una disminucién del
porcentaje de espermatozoides con movilidad lenta. Adicionalmente se incrementd el porcentaje de
espermatozoides vivos y con integridad de membrana (p<0.05). La DMF como agente crioprotector,
mejoro todos los parametros evaluados al ser comparada el glicerol (p<0.05). Conclusiones. Ambos
procedimientos mejoraron los parametros evaluados debido a efectos aditivos del crioprotector y del
modificador de membrana, pero no hubo interaccién entre estos dos factores.

Palabras clave: Colesterol, criopreservacion, dimetilformamida (Fuente:CAB).

ABSTRACT

Objective. To evaluate the effect of cholesterol and dimethyl formamide on the cryosurvival of
colombian creole stallion sperm. Materials and methods. Semen from ten stallions was collected
and frozen using the same protocol, with variations in the cryoprotectant (glycerol 5% or 5% DMF) and
the addition or absence of cholesterol as membrane modifier (1.5 mg cholesterol loaded cyclodextrins
for each 120 x 106 cells). The cryosurvival was evaluated by estimating motility using the SCA
software. The vitality and membrane integrity was estimated using eosin nigrosine staining and by
hypo-osmotic test respectively. Results. Sperm incubated with cholesterol had a significant effect
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in improving the percentage of total motility, progressive motility, sperm velocity and percentage of
rapid sperm along with a decreased percentage of sperm with slow motility. Additionally, there was
an improvement in the percentage of live spermatozoa and spermatozoa with membrane integrity
(p<0.05). Dimethyl formamide (DMF) as a cryoprotectant, improved all the evaluated parameters
in comparison with glycerol (p<0.05). Conclusions. Both procedures improved the evaluated
parameters due to the additive effects of the cryoprotectant and the membrane modifier, but there

was no interaction between these two factors.

Key words: Cholesterol, cryopreservation, dimethylfomamide (Source:CAB).

INTRODUCCION

El uso de semen criopreservado en equinos
ha adquirido gran importancia en las ultimas
décadas, debido a los beneficios que ofrece
su utilizacion. Entre éstos se destacan la
posibilidad de almacenar el material genético
de reproductores sobresalientes, distribuirlo
internacionalmente, controlar enfermedades
venéreas y aumentar la eficiencia del sistema
de cria al posibilitar la inseminacién de multiples
yeguas con un solo eyaculado (1). Sin embargo,
la tasa de prefiez disminuye cuando se insemina
con semen congelado en comparacion con la
utilizacion de semen fresco o refrigerado (2,3).
Esto sucede porque el proceso de congelacion
y descongelacion es potencialmente dafino, e
incluso letal, para los espermatozoides (4-7).
Los dafios en la estructura de la membrana
plasmatica y el estrés osmodtico al que son
sometidos los espermatozoides durante la
congelacion, son dos de las principales causas
que disminuyen la calidad del semen después de
la congelacién (2, 8-10). Por esto es importante
modificar las técnicas existentes enfocando
los cambios hacia las etapas mas criticas
para mejorar los parametros espermaticos
posdescongelacion con el fin de aumentar la
tasa de fertilidad al utilizar semen congelado.

En el proceso de congelacion ocurren dafios
significativos en la membrana plasmatica de
los espermatozoides, durante el descenso
de temperatura, ésta comienza un estado de
transicion desde estado liquido a temperatura
ambiente a un estado en gel, en el cual la
membrana se vuelve mas rigida y porosa (2),
al haber una reorganizacion de los lipidos vy
proteinas, induciendo disrupciones y haciéndola
mas susceptible a moléculas extracelulares y
dafios producidos por cristales de hielo (10,11).
La relacion colesterol:fosfolipidos de membrana,
es una caracteristica asociada a la sensibilidad
de las células durante el descenso de la
temperatura; altas cantidades de colesterol en
la membrana reducen la temperatura a la que
ocurre la transiciéon de fase, manteniendo asi
un estado mas fluido a bajas temperaturas vy

reduciendo potencialmente los dafios (6,12). El
colesterol ha sido adicionado a las membranas
espermaticas de varias especies, mediante el
uso de ciclodextrinas (13-17). Las ciclodextrinas
son oligosacaridos ciclicos con un centro
hidrofébico capaz de transportar colesterol
por gradiente de concentracion desde y hacia
las membranas plasmaticas (13). Cuando las
ciclodextrinas cargadas con colesterol (CLC)
fueron adicionadas al semen bovino antes de
criopreservarlo, fueron recuperados mayores
porcentajes de espermatozoides mdviles y con
membranas intactas después de descongelar,
comparados con el tratamiento control
(14,15). Este procedimiento también ha sido
probado en semen de caballos, encontrando
qué los espermatozoides tratados con
colesterol mediante esta técnica aumentaron
significativamente el porcentaje de movilidad,
y de membranas intactas después de la
criopreservaciéon (13).

El uso de crioprotectores alternativos se ha
planteado como una medida para disminuir
el estrés osmoético durante el proceso de
congelaciéon de semen equino, ya que se ha
reportado que el glicerol parece tener efectos
toxicos en espermatozoides de esta especie
(18,19). Estos efectos pueden ser disminuidos
con el uso de otros compuestos con menor
peso molecular como algunas amidas (18,20).
La dimetilformamida (DMF) ha mostrado tener
resultados crioprotectores similares (5,18) o
superiores (21-23) al glicerol, adicionalmente,
ha mostrado ser un crioprotector benéfico para
espermatozoides de caballos con baja tasa de
supervivencia posdescongelacién, como los
caballos de raza Mangalarga marchador (21). Es
importante tener en cuenta que el componente
genético parece influenciar las caracteristicas
seminales y la supervivencia posdescongelacion
(24). Esta investigacién se llevdo a cabo en
caballos criollos colombianos, aprovechando
su alto potencial como caballos de silla y la
ausencia de datos publicados en este aspecto
en este tipo de caballos.
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El objetivo de esta investigacion fue evaluar
el efecto del colesterol y la DMF sobre la
criosupervivencia de espermatozoides de
caballos criollos colombianos.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion del semen. Se emplearon diez
caballos criollos colombiano de los cuales a cada
uno se le recolecté un eyaculado. Los criterios de
inclusion dentro de la poblacién para muestreo
fueron: buena condicién corporal, rango de
edad entre 4 y 16 afos y buen estado de salud.
Las muestras de semen fueron colectadas
usando la metodologia de coleccién con vagina
artificial (modelo Hannover, Minitub; Landshut,
Alemania) con la ayuda de una yegua en estro.
La fraccion de gel fue removida con un filtro que
se incorporé a la vagina artificial.

Todos los reactivos quimicos fueron procedentes
de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), excepto
la metil-B-ciclodextrina de TCI Ameérica vy, el
colesterol de Alfa Aesar.

Preparacion de ciclodextrina cargada con
colecterol (CLC). La solucion de ciclodextrina
cargada con colesterol fue preparada como lo
describen Purdy y Graham (14). En un tubo de
ensayo se disolvieron 200 mg de colesterol en
1 ml de cloroformo. En otro tubo de ensayo se
diluyé 1 g de metil-B-ciclodextrina en 2 ml de
metanol. Se adicionaron una alicuota de 450
pl de la solucion de colesterol a la solucién de
ciclodextrina y se mezcl6é hasta que la solucion
estuviera homogénea. En una caja de Petri, se
removio el solvente usando una corriente de
nitrégeno gaseoso. Los cristales resultantes
se dejaron secar 24h y luego se pasaron
a un recipiente de vidrio y permanecieron
almacenados a 22°C hasta su uso. La solucion
de trabajo CLC se prepar6 agregando 50mg de
CLC a 1ml de TALP (medio Tyrodes-Albumina-
Lactato-Piruvato = modificado)  mezclandolo
vigorosamente en un vortex, e incubandolo en
un bafio seroldgico a 37°C hasta el momento de
ser utilizado.

Tratamientos, procesamiento, congelacion
y descongelacion del semen. Se evalué la
concentracion a cada eyaculado libre de gel
(spermacue, Minitub; Landshut, Alemania) para
diluirlo en TALP a una concentracion final de
120x10° espermatozoides/ml. Posteriormente
el eyaculado se dividié en cuatro alicuotas
numeradas al azar segun el tratamiento a
realizar. El tratamiento 1 no tuvo adicién de CLC
y su diluyente contenia glicerol, el tratamiento
2 tuvo adicion de CLC y su diluyente contenia

glicerol. El tratamiento 3 no tuvo adicién de
CLC y su diluyente contenia DMF, el tratamiento
4 tuvo adicion de CLC y su diluyente contenia
DMF. Los tratamientos con colesterol, se les
adiciond solucién de trabajo de CLC (1.5 mg
de CLC/120x106 células) y fueron incubados
a temperatura ambiente (~22°C) por 15
minutos. Todos los tratamientos se diluyeron a
una concentracién 1:1 (v:v) usando diluyente
Kenney modificado (45% sucrosa, 29% glucosa
y 26% leche descremada), las muestras fueron
centrifugadas a 400 gravedades por 12 minutos.

El sobrenadante fue removido y se estimd la
concentracion del precipitado, las células fueron
resuspendidas en diluyente de congelacion
(60% solucién lactosa al 11%, 24% yema de
huevo, 9% glucosa, 0.8% citrato de sodio,
0.8% EDTA, 0.2% bicarbonato de sodio) y 6%
del crioprotector (tratamientos 1 y 2 glicerol y
tratamientos 3 y 4 DMF) a una concentracion
final de 200x10% espermatozoides/ml. El semen
se empaco en pajillas de 0.5 ml.

Posteriormente estas fueron puestas en forma
horizontal sobre una gradilla de congelacién de
semen en una caja de porex, durante 15 minutos
a 6 cm por encima del nivel de nitrégeno liquido,
como lo describen Medeiros et al (20). Después
de este tiempo, las pajillas se introdujeron
en nitrégeno liquido donde permanecieron
almacenadas por tres meses antes de ser
descongeladas. La descongelacion se hizo en
agua a 37°C durante 30 segundos (18).

Evaluacion del semen. La concentracion
espermaticafue estimada porespectrofotometria
(spermacue, Minitub; Landshut, Alemania)
en una alicuota de semen fresco, el resultado
de esta medicion se utilizéd para determinar la
cantidad de diluyente y tratamiento.

Los parametros de movilidad de espermatozoides
descongelados se reportaron después de evaluar
la muestra usando el software analizador de
imagen SCA (Sperm Class Analyzer. Microptic
SL, SCAVET 01), con la ayuda de un microscopio
de contraste de fase (Nikon Eclipse 50i, Japon).
Para su evaluacion se diluyo el contenido de
una pajilla en diluyente Kenney modificado a
una relacién 1:4 (v:v) y se estabilizé6 por 10
minutos a temperatura ambiente (13). Luego
se depositaron 10 pl del semen diluido en
una camara Makler (Sefi Medical Instruments
Ltd, Israel) y se enfocé en el microscopio
de contraste de fase a un aumento de 10X
donde fue analizado por el SCA. Al menos 500
espermatozoides fueron evaluados para cada
muestra con la programacién estandar (30
marcos adquiridos).
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Las variables de movilidad que se analizaron
fueron: Porcentaje de movilidad, progresividad,
velocidad curvilinea (VCL), velocidad lineal (VSL).
El equipo consideré6 como espermatozoides con
movilidad progresiva, aquellos que tenian una
velocidad mayor a 90 um/s.

La integridad de membrana fue determinada
con un test hipoosmotico en agua destilada,
asi: se incubd una alicuota de 100 ul de
semen en 200 pl de agua destilada para una
osmolaridad aproximada de 100 mOsm/L, a
37°C durante 5 minutos (25). Se observaron
200 células por muestra bajo un microscopio
de contraste de fase con un objetivo de 40X.
El porcentaje de espermatozoides vivos se
determiné observando extendidos seminales
tefiidos con colorante eosina-nigrosina
modificado (citrato de sodio al 3%), se
contaron alrededor de 200 espermatozoides
por muestra. Se consideraron como muertos los
espermatozoides con coloracidn rosada y como
vivos los transparentes.

Analisis estadistico. Se utilizd un disefio de
blogues completos al azar con 10 repeticiones
bloqueando por caballos, con la intencion
de controlar la posible variabilidad entre
ejemplares (6, 24), de manera que las medidas
de los tratamientos fueran comparables. Los
tratamientos se organizaron con base en una
estructura factorial 2x2, siendo los factores
el crioprotector (niveles: glicerol o DMF) y el
modificador de membrana (niveles: presencia o
ausencia de colesterol). Uno de los propdsitos de
este disefo fue identificar si existia interacciéon
entre ambos factores. Se realizaron analisis de
varianza para determinar la diferencia entre
cada nivel de los factores en cada una de las
variables respuesta de porcentajes de movilidad,
porcentajes de integridad de membrana vy
porcentajes de vitalidad.

Al ser las variables respuesta proporciones
binomiales, se requiri6 emplear una
transformacion angular en algunas de las
variables para que éstas satisficieran los
supuestos de normalidad. Para los analisis
se utilizd el procedimiento GLM del programa
estadistico SAS (versién 9.1 para Windows,
2003).

RESULTADOS

El analisis de varianza no mostrd interaccion
entre los factores. Para las seis variables
evaluadas, con 9 grados de libertad, el valor p
minimo fue de 0.35 y el maximo 0.64. Por lo
tanto los resultados se presentaran de manera

independiente, es decir, se evaluaron los efectos
simples de cada factor.

El semen tratado con colesterol como modificador de
la membrana plasmatica aumento significativamente
el porcentaje de espermatozoides con movilidad total
y progresiva post-descongelacion al ser comparado
con semen no tratados. Al utilizar DMF como
agente crioprotector aumentd significativamente el
porcentaje de espermatozoides con movilidad total
y progresiva post-descongelacion al ser comparado
con semen congelado con glicerol (Figura 1).
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Figural. Efecto del uso de colesterol (i) y glicerol
o DMF (ii) sobre la movilidad espermatica
posdescongelacidon. Las barras de error
ilustran la desviacion estandar. Los
asteriscos indica diferencia significativa
(Note que la comparacion estadistica es
entre barras con la misma letra) (p<0.05).

Al calcular la trayectoria de cada una de las células
para determinar la velocidad curvilinea y la velocidad
lineal, se encontrd que todos los tipos de velocidades
posdescongelacién fueron mayores al utilizar
colesterol previo a la congelacion y DMF como agente
crioprotector (Figura 2).

Al adicionarcolesterol y usando DMF como agente
crioprotector, hubo un aumento significativo en
el porcentaje de espermatozoides vivos y con
membrana integra (Figura 3).
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Figura2. Efecto del uso de colesterol (i) y glicerol o
DMF (ii) sobre la velocidad curvilinea (VCL) y
la velocidad lineal (VSL) posdescongelacién.
Las barras de error ilustran la desviacion
estdndar. Los asteriscos indica diferencia
significativa (Note que la comparacion
estadistica es entre barras con la misma
letra) (p<0.05).

DISCUSION

La relacién colesterol:fosfolipidos en la membrana
plasmatica, juega un papel fundamental en la
resistencia de las células al shock térmico (2,12).
Las ciclodextrinas parecen proporcionar el vehiculo
necesario para modificar esta relacién (13-16,25).
Cuando se incub6 el semen de caballos criollos
colombianos con CLC antes de la congelacion, se
encontré un aumento significativo en el porcentaje
de: movilidad total, progresiva, espermatozoides
vivos, con integridad de membrana y aumentaron
las velocidades promedio posdescongelacién.
Estos hallazgos coinciden con el concepto de
que especies que tienen alta relacién molar de
colesterol:fosfolipidos son mas resistentes al shock
térmico (26). Ha sido demostrado que al aumentar
la concentracion de colesterol en la membrana se
disminuye la temperatura de transicién y de esta
manera la membrana permanece mas fluida (6)
siendo menos susceptible a dafios mecanicos, lo
cual se refleja notablemente en su integridad, en
la que los presentes resultados coinciden con los
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Figura3. Efecto del uso de colesterol (i) y glicerol o
DMF (ii) sobre el porcentaje de vitalidad e
integridad de membrana posdescongelacion,
barras de error ilustran la desviacion
estdndar. Los asteriscos indica diferencia
significativa (Note que la comparacion
estadistica es entre barras con la misma
letra) (p<0.05).

de otras investigacidones similares en otras razas
equinas (13,25,27).

Para los pardmetros de movilidad espermatica
posdescongelacién el efecto del colesterol es
controversial. Los presentes resultados indican un
aumento en la movilidad, coincidiendo con varias
investigaciones semejantes en caballos (13,28) y
en toros (14,16), sin embargo otros trabajos en
caballos no encontraron tal diferencia (25,27);
esto podria ser debido a que la reduccién de la
movilidad posdescongelacion no necesariamente
se debe atribuir a dafios en la membrana (2).

Zahn et al (27) encontraron una disminucién en la
fertilidad posdescongelacion de espermatozoides
tratados con CLC, pues al alterarse la composicion
de la membrana, ademas de afectarse la
respuesta de los espermatozoides al proceso de
congelacién, también se afecta su capacitacién
y posterior reaccién acrésomica, al ser el flujo
del colesterol una de las primeras etapas de
la capacitacidon espermatica (29). Spizziri et al
(30), no encontraron diferencias en fertilidad al
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inseminar yeguas con semen tratado y no tratado
con CLC. Se deben llevar a cabo posteriores
pruebas de fertilidad para determinar el momento
optimo de inseminacién con semen tratado con
colesterol precongelacion, porque al aumentar
la cantidad de colesterol en la membrana, el
tiempo de capacitacion aumenta y por ende el
tiempo de inseminacion debe adelantarse. Una
alternativa planteada recientemente es la adicion
de ciclodextrinas posdescongelacion para que por
gradiente de concentracion vuelvan a extraer el
colesterol de las membranas (25). Sin embargo,
en ese caso no se obtuvieron los resultados
esperados.

El glicerol es el agente crioprotector mas
frecuentemente utilizado para la congelacién de
semen en varias especies incluyendo caballos (10).
A pesar de esto en el presente experimento todos
los parametros seminales evaluados mejoraron al
utilizar la DMF como crioprotector alterno al glicerol.
La capacidad superior como agente crioprotector
de la DMF es consistente con trabajos previos
(18,20,21,23,31). Para que un crioprotector sea
efectivo debe tener bajo peso molecular, ser
soluble en agua y causar baja toxicidad (32). El
glicerol tiene mayor peso molecular que la DMF
(92 vs 73), esto le permite a la DMF penetrar la
membrana mas rapido produciendo asi un cambio
en el volumen celular menos drastico o de menor
magnitud que el que puede producir el glicerol,
lo cual se pudo haber visto reflejado en el mayor
porcentaje de movilidad, espermatozoides vivos e
integros encontrados cuando se utilizé DMF,

Ademas del estrés osmotico que ejerce el glicerol
en los espermatozoides, se ha sugerido que
también causa toxicidad por medio de efectos
directos sobre la membrana y el metabolismo
celular (10). Se ha descrito que el glicerol
altera la bicapa lipidica modificando la tasa de
permeabilidad de agua y los movimientos de
iones transmembranales, igualmente el glicerol
interacciona con proteinas y lipoproteinas de
membrana y aumenta la demanda energética
celular (10). En la revision realizada no se ha
reportado toxicidad de la dimetilformamida como
agente crioprotector de espermatozoides.

Los presentes hallazgos, en cuanto a la accién
superior de la DMF coinciden con los de Gomes
et al (21) y Gibb et al (33) quienes compararon
la accion de amidas y glicerol como agentes
crioprotectores en la congelacién de semen en
caballos, encontrando que los espermatozoides

congelados con DMF tuvieron una movilidad
total superior a los congelados con glicerol y al
de otros tratamientos, sin embargo Gibb et al
(33), solo encontraron diferencia en movilidad y
no en integridad de membrana. Los experimentos
que evallan el efecto del glicerol contra DMF vy
aplicados conjuntamente tuvieron resultados
controversiales. Vidament et al (23) encontraron
que la movilidad no mejoraba al utilizar la
combinacion de estos crioprotectores y que el uso
de la DMF presentaba resultados comparables
con los del glicerol, mientras que Medeiros et al
(20) reportan que la asociacion de glicerol con
DMF presentd resultados de movilidad mejores
que los del glicerol solo, pero esta asociacion
no tuvo diferencia con el tratamiento que utilizd
Unicamente DMF.

El uso de DMF como agente crioprotector es
una alternativa para mejorar la movilidad
espermatica, la integridad de membrana y la
vitalidad, especialmente si se tiene en cuenta que
se ha reportado que el glicerol tiene un efecto
contraconceptivo en yeguas (21). Son necesarias
pruebas posteriores de fertilidad para verificar
si el efecto benéfico sobre las caracteristicas
espermaticas posdescongelacién se manifiestan
en una mayor tasa de concepcion.

El andlisis estadistico indic6 que no hubo
interaccion entre la adicion de colesterol y los dos
crioprotectores evaluados. Se ha reportado que el
colesterol ademas de prevenir los dafios mecanicos
disminuye el estrés osmotico (9,25) debido a
que al aumentar la fluidez de las membranas
a bajas temperaturas, aumenta también la
permeabilidad de los crioprotectores a través de
ella (9,34); al parecer en este caso la diferencia
en el peso molecular de los crioprotectores no
fue lo suficientemente grande para influenciar los
parametros posdescongelacion. El tratamiento de
espermatozoides al que le se le adiciond colesterol
y DMF como agente crioprotector tuvo el mejor
rendimiento de los parametros evaluados, debido
Unicamente a los efectos aditivos de ambos.
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