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RESUMEN

Se conoce poco sobre los mecanismos especificos implicados en la capacidad de
almacenamiento espermatico, la cual se propone puede estar relacionada con
actividad metabdlica espermatica y liberacion controlada de los espermatozoides al
lumen oviductal. Se sugiere que las microvellosidades de los tdbulos
almacenadores de espermatozoides presentes en la unién atero vaginal,
contribuyen al almacenamiento de espermatozoides ayudan suprimir funciones
como la capacitacién espermatica y su capacidad fertilizante. El objetivo de este
trabajo fue demostrar que las proteinas oviductales pueden mejorar la capacidad de
conservacion in vitro, asi como la capacidad fertilizante in vivo. Se utilizaron aves
Lohmann Brown. De las hembras, se obtuvo la fraccidn proteica de las secreciones
Utero-vaginal (EUUV). De los machos el semen fue almacenado en fresco y en
criopreservacion, con medio Lake suplementado con diferentes concentraciones de
EUUV (control, 100 pg/mL, 200 pg/mL y 300 pg/mL). En los espermatozoides se
determiné la evaluacidn espermatica basica, estado fisiol6gico del espermatozoide
y capacidad fertilizante. Los resultados de este estudio, demostraron que el
suplemento in vitro de proteinas oviductales 200 pug/mL, favorece la conservacion
en fresco y aumenta los pardmetros de Vviabilidad espermatica post
criopreservacion. También se encontré que la induccién de la reaccién acrosomal
utiizando membrana perivitelina, en semen conservado en fresco 0 post
descongelacién, demuestra que el efecto determinado como descapacitacion
espermdtica, es un estado fisiolégico reversible, que confirma la viabilidad
espermatica asociada a su capacidad fertilizante in vivo. Con lo anterior, es posible
demostrar, que puede inducirse una descapacitacion espermatica in vitro, de los
espermatozoides de gallo logrando una mayor viabilidad para su conservacion in

vitro.

Palabras clave: Reproduccion aviar, Criopreservacion, Reaccion acrosomal,
Fertilidad.



ABSTRACT

Little is known about the specific mechanisms related to sperm storage capacity,
which can be helped with sperm metabolic activity and the release of sperm to the
oviductal lumen. It is suggested that the microvilli of the sperm storage tubules
present in the vaginal uterus junction, produce in sperm storage help to reduce the
functions such as sperm capacitation and fertilizing capacity. The objective of this
work was to demonstrate that oviductal proteins can improve the in vitro
conservation capacity, as well as the fertilizing capacity in vivo. Lohmann Brown
birds were used. Of the females, the protein fraction of the uterine-vaginal secretions
(EUUV) was obtained. Of the males, the semen was stored fresh and in storage, in
the middle of the lake supplemented with the different levels of EUUV (control, 100
Mg / mL, 200 yg / mL and 300 pg / mL). In the spermatozoids, the basic sperm
evaluation, the physiological state of the spermatozoon and the fertilizing capacity
were determined. The results of this study, will demonstrate that the in vitro
supplement of oviductal proteins 200 ug / ml, favors the conservation in the fresh
and increases the parameters of sperm viability post cryopreservation. It was also
noted that the induction of the acrosome reaction using the perivitelline membrane,
semen preserved in fresh or post thawing, demonstrates that the effect as sperm
deprivation is a reversible physiological state, which confirms the sperm viability and
its fertilizing capacity in vivo. With the above, it is possible to demonstrate that it can
induce an in vitro sperm deprivation of rooster sperm, achieving greater viability for

in vitro conservation.

Key words: Avian reproduction, Cryopreservation, Acrosomal reaction, Fertility.



1. INTRODUCCION

1.1. Importancia del modelo
El gallo (Gallus gallus) es un organismo modelo, que sirve de puente evolutivo entre

mamiferos y otros vertebrados, es el principal modelo de laboratorio de las
aproximadamente 9.600 especies de aves. También es la primera especie pecuaria
de la que se ha secuenciado su genoma completo (ICGSC, 2004). El analisis
genético del gallo se remonta al inicio del siglo XX a lo que ha llevado al desarrollo
de lineas endogamicas. ElI embridon de gallo ha sido un sistema (util, debido a las
ventajas en experimentos de embriogénesis in ovo, ademas el gallo se ha utilizado
en diferentes estudios tales como seminales, en virologia, inmunologia oncogénesis
(ICGSC, 2004).

1.2. Biologia reproductiva de las aves
Las aves son animales vertebrados bastante complejos y como tales se reproducen

sexualmente. Son oviparas y destacan por tener comportamientos y rituales
alrededor de la reproduccion. Las aves cuentan con sexos separados y la
fecundacion es interna. A diferencia de otros animales, no disponen de érganos
reproductores externos por lo que la fecundacion tiene lugar a través del contacto

entre las cloacas del macho y la hembra (Gil, 2016).

1.3. Estacionalidad
En la mayoria de las aves de zonas templadas, aseguran que la postura ocurra en

primavera o en verano, lo cual favorece a la supervivencia de la cria. Las aves en
las que su incubacion ocurre en la primavera son llamadas criadoras de dia largo.
La regulacion de la reproduccién estacional y la luz es recibida por los
fotorreceptores cerebrales profundos que se encuentran fuera de la retina y la

glandula pineal (Yoshimura et al., 2003).
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1.4. Fotoperiodo
La reproduccion en aves esté influenciada por los cambios en el fotoperiodo. Los

mecanismos por los que las respuestas fotoperiddicas influyen en la fisiologia
reproductiva estacional de las aves son complejos. (Sharp y Blache, 2003) Sin
embargo, para que se lleve a cabo la capacidad de generar una respuesta
fotoperiddica, se requiere: (a) fotorreceptores de deteccion de la luz, (b)
temporizador para medir la duracion del fotoperiodo y (b) un sistema para activar
las respuestas fisioldgicas reproductivas y afines, ademas de que los componentes
necesarios para generar una respuesta fotoperiodica en las aves se encuentran

dentro del hipotalamo medio basal (HMB) (Dawson y Sharp, 2007).

En el HMB aumenta la expresion del gen que codifica la yiodotironina desyodasa
tipo 2 (DI02) y disminuye la expresion del gen yodotironina deiodinasa tipo 3 (DIO3)
en respuesta a la exposicion de luz. La funcién de DIO2 es convertir la hormona
tiroxina (T4) a la triyodotironina (T3) en forma activa en condiciones de dia largo,
mientras que DIO3 metaboliza T4 y T3 a una forma inactiva, ademas que los dias
largos estimula la secrecion de TSH, esto ocasiona que ocurran cambios de
restructuracion morfolégica, para que pueda sintetizar y liberar la hormona

liberadora de gonadotropinas conocida como GnRH (Yoshimura, 2010).

1.5. Anatomia reproductiva

1.5.1.  Macho
En las aves los testiculos estan localizados en el centro de la cavidad corporal,

ventrales a los rifiones, se sostienen por ligamentos de la superficie dorsal,
adyacentes a las glandulas adrenales (Herrera et al., 2005). Son 6rganos pares, de
forma arrifionada, aunque esta préximo a los sacos aéreos, su temperatura es la
misma que la temperatura corporal del animal (41 a 43 °C). Cada testiculo contiene
tubulos seminiferos que desembocan, a través de conductos deferentes en el

urodeo, cada conducto concluye en una papila eréctil eyaculadora (Ricaurte, 2006).
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1.5.2. Hembra
El aparato reproductor de la hembra esta compuesto de:

Ovario: Unicamente se encuentra funcional del lado izquierdo, esta situado en la
parte superior de la cavidad abdominal, debajo de la arteria aorta y de la vena cava
posterior. La génada adulta muestra el aspecto de un racimo de uvas, debido a la
presencia de 7 a 10 foliculos portadores de vitelo que se encuentran en fase de
crecimiento acelerado. Junto a ellos se encuentran foliculos mas pequefios y
foliculos vacios, que degeneran rapidamente. Las estructuras que relacionan las
células de la granulosa y el vitelo contenido en el foliculo, varian con el tiempo. Cada
foliculo esta unido al ovario por un pedicelo, por donde penetran arterias, el sistema

venoso Y fibras nerviosas (Ricaurte, 2006).

Oviducto: Es un tubo de color rosa palido, que se extiende desde la region del ovario
a la cloaca. Este 6rgano puede ser dividido en 5 partes, diferentes una de otra,
desde proximal a distal (infundibulo, magnum, istmo, Utero y vagina) (Ricaurte,
2006).

1.6. Fisiologia reproductiva

1.6.1. El espermatozoide
Las caracteristicas de los espermatozoides de las aves se han estudiado a

profundidad por diferentes autores. Son de forma alargada y se subdividen en
cabeza, cuerpo y cola (Herrera et al., 2005). Con longitud de 80 a 90 ym (Long,
2006). El espermatozoide es haploide, se encuentra desprovisto de citoplasma,
constituido por un nucleo alargado, con cromosomas altamente condensados que
impiden la actividad trascripcional para remplazar proteinas, un acrosoma que
permite al espermatozoide interactuar y a su vez penetrar al ovocito y fertilizarlo.
También cuenta con mitocondrias de 20 a 60 situadas en la parte anterior del flagelo
(Long, 2006; Barbas et al., 2009).

El espermatozoide es filiforme, en la cabeza se observa el acrosoma con sus
membranas acrosomales externa e interna, exteriormente se ve la membrana

plasmética. El ndcleo muestra la cromatina muy compactada. Cerca del ndcleo hay
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microtubulos que alargan la cabeza del espermatozoide y ayudan a compactar la
cromatina, también se describe la presencia de un perforatorio (perforatum) o

filamento acrosémico (Peralta et al., 2002).

La region del cuello incluye los centriolos proximal y distal, el centriolo distal ubicado
a continuacién, ensambla el axonema actuando como centro organizador de
microtubulos, este axonema, es el componente motor de la cola, se origina en el
centriolo distal y a su alrededor hay unas 30 mitocondrias que forman el segmento
medio; el anillo citoplasmatico denso marca la frontera distal del segmento medio y
la proximal del segmento principal; sin embargo, carece de la vaina fibrosa y las
fiboras densas externas observadas en los mamiferos; pero el axonema esta

envuelto en una vaina amorfa (Peralta et al., 2002).

La membrana plasmatica, se encuentran proteinas como (glicoproteinas) o lipidos
(glicolipidos) (Long, 2006). Los fosfolipidos de la membrana estd en forma
asimeétrica bilaminar. Asi también, los espermatozoides cuentan con una membrana
conocida como membrana acrosomal, misma que se derivada del aparato de Golgi
y en la forma madura del espermatozoide es la membrana externa situada en la

cabeza (Lemoine et al., 2008).

1.6.2.  Espermatogénesis
En los testiculos de las aves sexualmente maduras y activas, el tibulo seminifero

contiene un epitelio estratificado que comprende células germinales en diversas
etapas de divisidn meiotica y morfogénesis. La segunda y ultima division meiotica
ocurre en el espermatocito secundario dando lugar a células germinales haploides,
las espermétidas redondas. La espermétide posteriormente sufre cambios
morfologicos complejos; se pueden observar en diferentes etapas de diferenciacion
, dependiendo de la fase en que se encuentra la espermiogénesis, dentro del
epitelio. Las espermatides tempranas son generalmente de forma redonda y
adluminales, los cambios de espermatides dentro del epitelio seminifero son
provocados por las células de Sertoli. Histologicamente, los tubulos seminiferos
estan rodeados por tejido intertubular que contiene vasos sanguineos, linfaticos y

las células de Leydig. En un corte transversal del epitelio seminifero presenta una
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disposicion celular estratificada, y varios pasos de espermatides se encuentran en
diferentes niveles dentro del epitelio. Ademas, hay espermatides en varias etapas
de la espermiogénesis, que se encuentran juntas o incluso mezcladas, en la misma
seccion transversal del tubulo seminifero. Por lo tanto, las asociaciones celulares

heterogéneas se muestran en las aves, como en ciertos primates (Aire, 2007).

1.6.3. Sefalizacién hormonal en el macho
La actividad testicular esta bajo el control de las gonadotropinas, la hormona

luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH), que se sintetizan en la
adenohipofisis. LH y FSH se liberan en la circulacion y activan sus receptores
expresados en las células de Leydig y células de Sertoli, respectivamente, para
estimular la secrecion de testosterona y la espermatogénesis en los testiculos. La
espermatogénesis se produce en los tubulos seminiferos que poseen una poblacion
permanente de células de Sertoli, que apoyan la espermatogénesis y la
espermiogénesis y acttan como un depésito de células germinales para sucesivas
épocas de actividad espermatogénica. La hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH) es el principal factor que regula la secrecién de gonadotropina. La GnRH
se produce en el area pre 6ptica (POA) y se libera en la eminencia mediana para
estimular la secrecién de gonadotropina de la adenohipdfisis. Los esteroides
testiculares y la inhibina pueden modular la secrecion de gonadotropina mediante
retroalimentacion negativa. Aunque la dopamina ha sido reportada como un
inhibidor de la secrecién de gonadotropinas. La GnlH puede inhibir la secrecion de
gonadotropina al disminuir la actividad de las neuronas GnRH asi como inhibir

directamente los gonadotropos hipofisarios (Aire, 2007).

1.6.4.  Maduracion espermatica
En las aves el proceso de maduracion esperméatica ocurre en los conductos

deferentes, donde el espermatozoide obtiene una mayor movilidad durante su
transito por estos conductos (Ahammad et al., 2013). También adquieren los
espermatozoides su forma definitiva ya que sufren varios cambios morfolégicos.

Ademas, las aves estan desprovistas de glandulas accesorias, por lo que los
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conductos deferentes elaboran el plasma seminal y se encargan del

almacenamiento (Ricaurte, 2006).

1.6.,5.  Capacitacion y reaccion acrosomal
La capacitacion espermatica en aves ocurre en periodos muy cortos y se produce

in vivo en el tracto reproductor de la hembra, sin embargo algunos autores sefialan
gue este proceso no es requerido para lograr la fertilizacion del ovocito (Lemoine,
2011). Este proceso implica diferentes mecanismos celulares que dan lugar a la
desestabilizacion de la membrana del espermatozoide, el espermatozoide sufre un
proceso de hiper-activacién. En condiciones in vitro, la capacitacion se puede lograr
por incubacion de los espermatozoides en un medio salino que contiene soélo iones

de calcio (Ca?*) y membrana perivitelina (Lemoine, 2009).

Durante la reaccion acrosomal se fusiona la membrana plasmatica y la membrana
acrosomal del espermatozoide, esta fusion da como resultado la liberacién de
enzimas que ayudan a hidrolizar la membrana perivitelina del ovocito, auxilia al
espermatozoide a penetrarlo y realizar la fertilizacion (Lemoine, 2008). La
membrana plasmatica del espermatozoide y la membrana acrosomal interna del
mismo, se fusionan con la membrana perivitelina del 6vulo para liberar el nucleo del

espermatozoide y la varilla sub acrosomal dentro del ovocito (Etches, 1998).

Cuando el espermatozoide entra en contacto con la membrana perivitelina, existe
una liberacién espermatica de enzimas, principalmente hialuronidasa y acrosina, lo
cual sugiere que la membrana perivitelina tiene receptores especializados para la
induccion de la reaccion acrosomal. Para inducirla se requiere Ca++ extracelular,
elevacion intracelular de AMPc y una disminucién del pH intracelular con esto se
genera una hiperactivacion en el espermatozoide y poder inducir la reaccién

acrosomal (Arenas et al., 2010).

1.6.6.  Ovogénesis
Se estima que aproximadamente hay 12,000 ovocitos en el ovario de la gallina, pero

solo unos pocos cientos seran seleccionados para madurar y ser ovulados.
Generalmente el ovario de gallina madura sexualmente, contiene cientos de

foliculos corticales blancos con un didmetro entre 1-5 mm, 5 a 6 pequefios foliculos
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pre-jerarquicos amarillos con 6-8 mm de diametro y 5 a 6 foliculos pre ovulatorios
amarillos grande con 9-40 mm de diametro. En el ovario de gallina, se selecciona
un solo foliculo pre ovulatorio una vez al dia. Estos se someten a una serie de
procesos complejos que incluyen la modulacién de la accién de las gonadotropinas,
sintesis de hormonas esteroides, la seleccion de foliculos, la proliferacion vy

diferenciacion de las células de la granulosa (Kang et al., 2013) .

1.6.7.  Sefalizacion hormonal en la hembra
El desarrollo del ovario y la ovogénesis ocurre, gracias a la accion de las hormonas

esteroides, las cuales dependen, a su vez, de las hormonas hipofisarias LH y FSH,

gue estan integrando el eje hipotalamo-hipdéfiso-gonadal (Peralta & Miazzo, 2002).

La LH es responsable del desarrollo del ovario, de la secrecion ovarica de esteroides
sexuales y, sobre todo, de la ovulacion. Por su parte, la FSH regula el desarrollo de
los foliculos del ovario y la actividad secretora de éste. El ovario de las aves, al igual
gue el de los mamiferos, secreta 3 tipos principales de esteroides: estrogenos,
andrdgenos y progesterona. Esta secrecion es ciclica, de acuerdo con el desarrollo
de la ovulacion, aunque siempre se mantienen niveles basales. Por otro lado, los
esteroides juegan un papel importante al ejercer un efecto retroactivo negativo sobre
la liberacion de la LH en la hipdfisis. Los estrogenos son sintetizados por las células
intersticiales de las tecas foliculares, desapareciendo la capacidad de sintesis de
estas hormonas la vispera de la ovulacion de ese foliculo. Las funciones de los
estrdgenos son importantes, puesto que participan practicamente en el control de la
formacion del huevo (Peralta & Miazzo, 2002; Peralta, 2016).

1.6.8.  Fertilizacion de aves
Es el proceso por el cual los gametos se fusionan para crear un nuevo individuo con

un genoma derivado de ambos progenitores. Los dos fines principales de la
fecundacion es la recombinacién genética y la generacion de un nuevo individuo,
para ello los espermatozoides deben someterse a la reaccién del acrosoma para
asi penetrar la membrana perivitelina y fertilizar el évulo. Las enzimas liberadas
permiten que el espermatozoides hidrolice la membrana perivitelina interior que

rodea el ovocito, y esto da como resultado orificios que permiten el paso de uno o
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varios espermatozoides a través de la membrana perivitelina (Lemoine et al., 2008).
La membrana perivitelina puede ser considerarse hasta cierto punto como analoga
a la zona pelucida (ZP) en el ovocito de los mamiferos (Waclawek et al., 1998). Se
compone de glicoproteinas, las cuales tienen un papel clave en la unién del

esperma y la induccién acrosémica (Okumura et al., 2004).

Los espermatozoides de las aves pueden almacenarse hasta 30 dias en el caso de
las gallina, en la unidén Utero vaginal del tracto antes de llegar al sitio de la
fertilizacion y someterse a la reaccion del acrosoma para penetrar la membrana

perivitelina que contiene el vitelo y rodea al ovocito (Lemione et al., 2009).

1.6.9.  Almacenaje de espermatozoides en el oviducto
En ausencia de un ciclo estral como el de los mamiferos para la sincronizacion de

la copulacion con la ovulacion, las aves dependen de almacenamiento espermatico
en el oviducto (Bakst, 2010). Existen invaginaciones tubulares especializadas en los
pliegues de la lamina de la mucosa, que se denominan tibulos de almacenamiento
de espermatozoides (TAE), que se encuentran en la unién utero vaginal (UUV) y en

el infundibulo que es el sitio de fertilizacion (Sasanami, 2013).

Debido a la presencia de estos TAE, el espermatozoide una vez que ha entrado en
el aparato reproductor de la hembra, puede sobrevivir entre 2-15 semanas en aves
domésticas, como gallinas y pavas (Sasanami, 2013); en contraste con la
relativamente corta duracion de la vida espermatica de no mas de una semana en
mamiferos. Aunque existen investigaciones sobre la funcién de los TAE (Bakst,
2007; Froman, 2003), se sabe poco sobre los mecanismos especificos implicados
en la capacidad de almacenamiento espermatico, la cual se propone puede estar
relacionada con actividad metabdlica espermatica y liberacién controlada de los

espermatozoides al lumen oviductal.

1.6.10. Secreciones del oviducto
Existen diferentes proteinas presentes en el oviducto incluyendo; anhidrasa

carbonica, avidina, acuaporinas y fosfatasa alcalina; La anhidrasa Carbodnica
presenta una actividad de liasa, es decir, enzimas que catalizan reacciones de

eliminacion no hidrolitica, no oxidante o la lisis de un sustrato (Monroy & Vargas,
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2010); La Adivina es una glicoproteina tetramérica que une la biotina, producida en
el oviducto de aves y es depositada en el albumen del huevo, se sabe que es
dependiente de la actividad de la progesterona, ademas secretada en presencia de
espermatozoides en los TAE e interviene en el proceso de su liberacion de estos y
su migracion en el oviducto para que llegue al infundibulo para fertilizar (Fernandez,
1985; Hemmings et al., 2015; Foye-Jackson et al., 2011).

Las acuaporinas son proteinas mediadoras del transporte de agua; La fosfatasa
alcalina es una enzima ampliamente distribuida que hidroliza el enlace éster
fosférico entre un grupo fosfato y un radical organico a pH basico liberando fosfato
inorganico (Ruiz et al., 2015; Bakst, 2011; Long & Conn, 2012; Sasanami et al.,
2013).

Los estrégenos son importantes en el mecanismo de almacenamiento de
espermatozoides ya que son los encargados de proliferar vellosidades en los TAE,
ademas se sabe que en estos se encuentran receptores a estradiol por lo que se
cree que estan relacionados con la supervivencia espermatica sobre todo en el
proceso de liberacién del espermatozoide(Das et al., 2006) ademas, hay proteinas
especificas sintetizadas en los TAE, como la HSP70 la cual se sabe que no influye
en el proceso de almacenamiento del espermatozoide y se cree que su efecto es
sobre el proceso de migracion de los espermatozoides que se encuentran en los

TAE hacia la zona de fertilizacién en el oviducto (Hiyama et al., 2014).

1.7. Reproduccion asistida en aves
Las tecnologias utilizadas para la reproduccion asistida en aves tales como: la

Inseminacién artificial (IA), la criopreservacion de eyaculado y la incubacion de
huevos, tienen un impacto importante en la preservacion y las lineas genéticas para

las futuras generaciones (Sontakke et al., 2004).

1.7.1.  Obtencién seminal
La obtencion de semen en aves, se realiza mediante varias técnicas, que abarcan

desde la electro-eyaculacion, eyaculacién voluntaria y eyaculacién por masaje
dorso ventral (Burrows y Quinn 1937; Wishart, 1995; Blanco et al., 2002).
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1.7.2.  Masaje dorso ventral
Burrows y Quinn (1937), desarrollaron el método de masaje dorso ventral en gallos

para la extraccion y recoleccion de semen. La facil recoleccion de semen y el
procesamiento, ha permitido su utilizacién de forma extensiva en la inseminacion
artificial. Esta técnica ha demostrado ser de gran ayuda para la inseminacion
artificial en pavos y gallos, su Unica desventaja radica en que el masaje también
estimula el coprodeo y urodeo, ocasionando que ciertos porcentajes de los
eyaculados se contaminen con heces, acidos Uricos o0 ambos (Duchi, Almela,
Peinado, & Poto, 2009).

1.7.3.  Medios de conservacion espermatica
Un objetivo importante de la dilucién del semen es extender su volumen para asi

facilitar su manejo y de ser posible, inseminar un mayor namero de hembras. El
diluyente sirve ademas para poder preservar la capacidad fertilizante del semen
durante periodos mas largos. El semen de gallo sin diluir no puede mantener toda
su capacidad fertilizante fuera de la vagina mas alla de unos 45 minutos. La dilucién
a campo mantiene la capacidad fertilizante de los espermatozoides durante unas 6
horas, lo que permite, en el caso de los pavos, poder transportarlo de la granja de

sementales a la de las hembras. (Herrera et al., 2005)

Los diluyentes seminales deben contar con un buffer y una osmolaridad adecuadas,
gue ayudaran a proteger en su momento a las células espermaticas de sufrir dafios
y ademas de aumentar el volumen de la muestra (Barbas et al., 2009). En estudios
recientes en aves se ha demostrado que la reaccion acrosomal puede ser inducida
in vivo por diferentes compuestos salinos, Ca?* o compuestos derivados del huevo,
por esta razén debe prestarse mucha atencién a los reactivos utilizados para el
diluyente que se ocupara para conservar el semen en fresco o criopreservado. Un
aspecto importante es que la movilidad de los espermatozoides es muy sensible a
los factores que componen el plasma seminal y a las modificaciones que los

diluyentes sintéticos le ocasionan (Lemoine et al., 2008).
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1.7.4. Inseminacion artificial
La IA en aves fue desarrollada originalmente en gallinas, la primera ocasion que

tuvo éxito en aves fue hace cien afios (Herrera et al., 2003). Para obtener un buen
porcentaje de fertilidad es necesario considerar varios factores relacionados con el
procedimiento de descongelacién, método de inseminacion y sobre todo la calidad

espermatica (Purdy et al., 2009).

La IA presenta algunas diferencias entre aves y mamiferos; por ejemplo, en ganado
bovino se intenta coincidir con la ovulacion, mientras que en aves comerciales se
requiere de una inseminacién por semana para mantener los niveles de fertilidad en
rangos rentables, por lo que se requiere de altas cantidades de espermatozoides y
gue estos permanezcan viables en el tracto de la hembra (Long, 2006). Es necesario
un intervalo entre inseminaciones para que la fertilidad se mantenga al maximo
nivel, esto depende de la capacidad de la hembra para almacenar espermatozoides
viables en los TAE y de la concentracion de espermatozoides. Este periodo se
denomina periodo fértil. Sin embargo, tras una dosis Unica de inseminacion, la

fertilidad desciende.

1.7.5.  Conservacion espermatica en fresco
Los espermatozoides de aves pueden ser conservados con capacidad fertilizante

hasta por 24 horas. Para esto, es necesario que el diluyente contenga una provision
de oxigeno, fructosa o glucosa,, mantener el pH en intervalos de 6.0 a 8.8 mediante
amortiguadores, una mezcla de sales de fosfatos, citratos y/o amortiguadores
organicos (Donoghue & Wishart, 2000). La osmolaridad del diluyente esta asociada
a cambios morfologicos de la estructura espermatica, ésta puede variar durante el
enfriamiento del eyaculado (Etches, 1996). Se ha demostrado que el eyaculado
almacenado en liquido puede conservarse hasta por 6 horas (pavos) y 24 horas
(gallos) y presentan niveles de fertilidad comparables al realizar IA con eyaculado
fresco (Donoghue y Wishart, 2000).

1.7.6.  Criopreservacion
Es un proceso que no existe de manera natural por lo que requiere una alta

adaptabilidad de las células para soportar los cambios osmaticos y el estrés térmico
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(Blesbois, 2007). Las variables que influyen sobre la capacidad de los
espermatozoides para soportar la criopreservacion, evitar dafios en la membrana y
mantener su capacidad fertilizante son: la permeabilidad de la membrana a medios
acuosos y a los crioprotectores permeables, tiempos de exposicién requeridos a los

crioprotectores y la resistencia a cambios osméticos (Blanco et al., 2009).

1.7.7. Crioprotectores
Son sustancias quimicas que estan incluidos generalmente en un diluyente, sirven

para reducir los dafos fisicos y quimicos en los espermatozoides derivados del
enfriamiento, protegen la membrana plasmatica de los espermatozoides para
reducir el efecto de la excesiva concentracion extracelular de solutos y evitar o
disminuir la formacion de cristales intra y extra celulares. Los crioprotectores se
dividen en dos grupos, los que atraviesan la membrana celular (intracelulares) y los
gue actian desde el exterior de la célula (extracelulares) (Herrera et al., 2005;
Blesbois, 2007; Barbas et al., 2009; Purdy et al., 2009).

El primer grupo estd compuesto por los crioprotectores intracelulares aquellos que
son capaces de atravesar las membranas, ocasionan una reorganizacion de las
proteinas y lipidos, causando una mayor fluidez membranal y deshidratacién a bajas
temperaturas, que a su vez evita la formacion de hielo generando una mayor tasa
de supervivencia espermatica tras el descongelamiento (Blanco et al., 2010); dos

ejemplos son: el glicerol y el DMSO (Barbas et al., 2009).

El segundo grupo esta compuesto por los crioprotectores extracelulares que no
atraviesan las membranas y solo actlan extracelularmente, son hidréfilos, no
toxicos y ayudan a estabilizar la concentracion de solutos internos bajo ambientes
de estrés osmotico (Blanco et al.,, 2010), también evitan la formacién de hielo;
algunos ejemplos de ellos son: la clara de huevo, dextrosa, lactosa, sacarosa y
rafinosa. Estos azlcares interactian con los fosfolipidos de la membrana
plasmatica, aumentando la sobrevivencia de los espermatozoides a la

criopreservacion (Barbas et al., 2009).
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2. ANTECEDENTES

2.1. Secreciones de la union utero vaginal
Se ha sugerido que los espermatozoides almacenados en los TAE son inmoviles y

por lo tanto se cree que su metabolismo es basal como resultado de un consumo
bajo de ATP, sin embargo, se sugiere que los espermatozoides mantienen su
posicién en contra de una corriente de flujo hacia el exterior en los TAE, esto es
generado por la oxidacion de los acidos grasos exégenos liberados a partir de
células epiteliales de los TAE, dando como resultado la reduccién de la velocidad
de los espermatozoides debido a la escasa suplementacion de energia de la

mitocondria al espermatozoide (Sasanami et al., 2013 y Bakst & Bauchan, 2015).

Bakst & Bauchan (2015), examinaron el origen de microvellosidades (MVBSs) en la
punta apical de las células epiteliales de los TAE, y su papel en la conservacion de
los espermatozoides. Concluye que las MVBs contribuyen al almacenamiento de
espermatozoides en los TAE, por el suministro de lipidos y proteinas utilizados por
los espermatozoides que ahi se encuentran y que sirven para bloquear funciones
ligadas a la recapacitacion espermatica y su capacidad fertilizante, ademas de
estabilizar a los espermatozoides (Freedman et al., 2001; Marzesco et al., 2009).
Los fosfolipidos estan relacionados con la maduracion del espermatozoide, las
propiedades de la movilidad y la capacidad antioxidante es por eso que por el alto
contenido de colesterol, se ha propuesto que inhibe la capacitacion y la reaccién
acrosomal. (Bakst & Bauchan, 2015; Long & Conn, 2012).

Sasanami et al. (2013), investigaron el efecto de almacenamiento del
espermatozoide en la codorniz japonesa, en donde prepararon extractos de la unién
Gtero- vaginal (UUV), observando el movimiento flagelar de los espermatozoides
mediante una camara de alta velocidad. Cuando los espermatozoides se incubaron
sin extractos de UUV, se observé un movimiento flagelar rapido, en cambio
utilizando los extractos UUV, se encontré que los movimientos flagelares eran
relativamente lentos, y que la amplitud del movimiento flagelar, asi como la
velocidad lineal de los espermatozoides decrecio, ademas, los extractos UUV

incremento el tiempo de vida util de los espermatozoides in vitro. En presencia de
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extractos de UUV, los espermatozoides continuaban vivos, después de 48 h de
incubacién, mientras que en ausencia de los extractos, en promedio murieron dentro
de las 5 h de incubacion. Estos resultados indican la posibilidad de que existan
moléculas desconocidas a las que llamaron factores descapacitantes responsables

del mantenimiento de los espermatozoides en la UUV.

2.2. Criopreservacion
En el trabajo de Rakha et al. (2016), evaluaron el desempefio de los medios que

son comunmente usados en la criopreservacion de aves, en la especie Gallus gallus
murghi; midiendo la movilidad, viabilidad, integridad del acrosoma, integridad de la
membrana plasmatica, al igual que valores de fertilidad. Los medios que evaluaron
haciendo una disolucién 1:5 fueron: Beltsville poultry semen extender (BPSE)
(Giesen & Sexton, 1983), Red fowl extender (RFE), que es una modificacién del
medio propuesto por Lake, 1978; Lake (Lake, 1960), EK (Lukaszewicz, 2002),
Tselutin poultry extender (TPE) (Tselutin et al., 1995) y Chicken eyaculado extender
(CSE) (Lake, 1966). Tomando que la movilidad en fresco al momento de la
eyaculacion era del 75% hasta el 80%, en todos los casos después de pasar el
proceso de congelacion y siendo evaluados nuevamente tenian valores desde el
26.1% hasta 63% siendo el mas bajo el BPSE y el mas alto RFE observando que el
medio tiene gran repercusion en la calidad espermatica. El parametro de la
viabilidad fue mas homogéneo teniendo un rango entre el 71.3% al 87% siendo el
mas efectivo RFE. Para evaluar la fertilidad utilizaron eyaculado diluido con RFE sin
congelar y congelado observaron que las gallinas que fueron inseminadas con el
eyaculado sin congelar en promedio tenian un mayor namero de huevos fértiles

(86.7%) con respecto en las que se us6 eyaculado congelado (57.5%).

En un estudio realizado por Blesbois et al. (2008), reportaron la misma tendencia
reportada por Rakha et al. (2016), utilizando BPSE observo que comparandolo con
eyaculado fresco la porcentaje de fertilidad decrece de un 74.36% al 56%, al igual

gue el porcentaje de movilidad disminuye de un 84.77% hasta 42.36%.

El uso de crioprotectores para ayudar a adaptarse al espermatozoide en el proceso

de criopreservacion inicia desde las investigaciones de Lake & Stewart (1978),
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utilizando el glicerol, posterior a eso se empezo a utilizar dimetilsulfoxido (DMSO)
por Sexton, el dimetilformamida (DMF) propuesto por Schramm (1991) y el
Dimetilacetamida (DMA) utilizado por Tselutin et al. (1995).

Al utilizar el DMA o el glicerol como crioprotector el porcentaje de fertilidad puede
incrementarse, arriba de un 90% (Challah et al., 1999), aunque hay que hacer
hincapié que la técnica utilizando DMA es sencilla a comparacion que el glicerol, ya

gue se debe de centrifugar la muestra para retirar el glicerol (Blesbois, 2007).

En un estudio realizado por Long et al. (2014), utilizaron glicerol y DMA en una
concentracion de 11% y 6% respectivamente observando que los espermatozoides
tratados con glicerol presentaron mayor integridad de la membrana, pero no

mostraron diferencias significativas en movilidad e integridad acrosomal.

3. JUSTIFICACION

Las investigaciones de la anatomia aviar datan de mucho tiempo atras, pero los
mecanismos de acciones hormonales, que regulan la madurez y el funcionamiento
de los 6rganos reproductivos y de la postura en el caso de las hembras, aun son
motivo de investigaciones. Se sabe poco sobre los mecanismos especificos
implicados en la capacidad de almacenamiento espermatico, la cual se propone
puede estar relacionada con actividad metabdlica espermatica y liberacion
controlada de los espermatozoides al lumen oviductal. Se sugiere que los MVBs
contribuyen al almacenamiento de espermatozoides por los TAE por el suministro
de lipidos y proteinas utilizados por los espermatozoides residentes, que sirven para
suprimir funciones posiblemente asociadas a la re capacitacion espermatica y su
capacidad fertilizante, ademas de estabilizar el plasmalema del espermatozoide, y
gue actla como vesiculas de transporte, donde se transportan activamente el
liqguido de las células epiteliales de los TAE al lumen. Por lo tanto, este conocimiento
es critico para poder establecer practicas de manejo que permitan una mayor
eficiencia reproductiva, asi contribuyendo al conocimiento de la conservacion

espermética para su aplicacién en protocolos de reproduccién asistida.
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4. HIPOTESIS

La suplementacion del medio de conservacion con la fraccion proteica de lavados
de la union Gtero vaginal incrementaran los pardmetros de viabilidad espermatica in

vitro y capacidad fertilizante in vivo.

5. OBJETIVOS

5.1. General
. Determinar el efecto de la fraccién proteica del lavado de la union utero

vaginal en parametros fisiol6gicos esperméaticos en la conservacion en fresco y

criopreservado.

5.2. Especificos
. Estimar la concentracion adecuada de la fraccion proteica que se utilice para

la suplementacion en el medio Lake para la conservacion del eyaculado en fresco y

criopreservado.

. Determinar el rango del peso molecular o masas relativas de las proteinas

obtenidas en los lavados de la unién utero vaginal.

. Evaluar la capacidad fertilizante de los espermatozoides conservados en

fresco y criopreservados con suplemento de lavados de la union Gtero vaginal.
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6. MATERIAL Y METODOS

El experimento se realizaron revisar los tiempos en dos laboratorios de la
Universidad Autbnoma Metropolitana, en la unidad Iztapalapa, en el laboratorio de
andrologia del Departamento de Ciencias de la Salud y en la unidad Xochimilco, en
el Laboratorio de Bioquimica de la Reproduccion, del Departamento de Produccion

Agricola y Animal.

6.1. Animales
Se utilizaron 5 machos y 30 hembras, de la granja AVICOLA JOCEF S.A. de C.V.

Ubicada en el municipio de Jilotepec, Edo. De México, de la raza “Lohmann Brown”
animales clinicamente sanos. Las hembras fueron de una edad del segundo tercio
del primer ciclo de postura y los machos de 5 meses, encontrandose maduros fisica

y sexualmente. Los ejemplares contaban con acceso ad libitum al agua y alimento.

6.2. Obtencion de lavado de la union atero vaginal
Se realiz6 un lavado a las gallinas, evertiendo la cloaca, se inserté una sonda

aproximadamente 3 cm en el oviducto, se introdujo 5 mL de medio Lake (Fructosa
al 0.6% p/v, Glutamato de sodio al 1.92% p/v, Acetato de magnesio al 0.08% pl/v,
Acetato de sodio al 0.51% p/v, Citrato de potasio al 0.128% p/v, pH de 7.2 y
osmolaridad de 330 mOms) (Lake, 1978); se recolecto aproximadamente 2.4 mL
del liquido de la UUV y se hizo un pool de todas la hembras manteniéndolo a 4°C
para su evaluacion (Herrera et al., 2013; Ito et al., 2011). Se filtr6 mediante un
colador de células de 70 um y el filtrado se centrifugo durante 30 minutos a 1500 g.

El sobrenadante se conservo a -20 ° C hasta su uso (Thongboonkerd et al., 2002).

6.3. Separacion de proteinas oviductales
Las proteinas de la UUV se precipitaron con 4 volimenes de acetona helada, se

incubaron en hielo durante 30 minutos y se centrifugaran a 14000g durante 10
minutos. Se retir6 el sobrenadante y el paquete proteinico se seco con vapores de
nitrdgeno (Thongboonkerd et al., 2002).
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6.4. Analisis bioquimico de las proteinas de la union Gtero vaginal

6.4.1.  Cuantificacion proteica
Para cuantificar la concentracion de las proteinas de UUV (sugiero referir asil lavado

de la union utero vaginal) se realiz6 la técnica de Bradford. Se elabor6 una curva
patrén con BSA (0.0, 0.025, 0.05, 0.1 y 0.15 mg/mL). Las muestras se prepararon
afiadiendo en un tubo Eppendorf 2 uL del sobrenadante obtenido del punto 7.1, con
798 pL de agua destilada o solucion de NaCl como control Cero y 200 pL de
colorante de Bradford, se agitaron con vortex y se analizaron en un

espectofotémetro a una longitud de onda de 595 nm (Bradford, 1976).

6.4.2. Electroforesis unidimensional (PAGE-SDS)
Se determind el perfil proteinico de UUV, mediante PAGE-SDS en medio reductor,

se utilizaron las proteinas obtenidas en la separacion. Se colocaron 20 ug de
proteina en buffer de muestra (Tris 0.5 M a pH 6.8, SDS 10%, Glicerol, Azul de
Bromofenol 0.5% y B—mercaptoetanol 5%). Las muestras se calentaron a 100°C por
3 minutos. Para la electroforesis se prepard un gel de separacion de 10% y un gel
de compactacion al 4% con Acrilamida/Bis 30% Solucion, 37.5:1 (2.6%C). La
separacion se realizd0 en una camara Mini-Protean Il Cell (Bio-Rad) y usando el
marcador Precision Plus Protein™ All Blue Prestained Protein Standards #1610373
de Bio-Rad, a 200 Volts durante 45 minutos. Posteriormente los geles fueron tefidos
El gel de poliacrilamida se fij6 con una solucion de metanol-acido acético-agua
(50:10:40) durante una hora en agitacion suave. Posteriormente, el gel se introdujo
en una solucion de azul de Coomassie R-250 al 0.1% preparada en metanol—-acido
acético (40:10) y se mantuvo durante una hora en agitacién suave. El gel se
decoloré en una solucion metanol-acido acético-agua (30:7.5:62.5)(Laemmli, 1970).
El gel se digitalizé con un scanner y el andlisis se realizé por medio de densitometria
con el software Gel-Pro® Analyzer. La Mr (masa relativa) de las bandas se
determiné comparandolas con la Mr de un estandar de bajo peso molecular.
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6.5. Preparacion de medios para los tratamientos suplementados

para la conservacion espermatica
Una vez obtenida la fraccion proteica del lavado de la union utero vaginal, se

determind su actividad probando 3 diferentes concentraciones. Se suplemento el
medio Lake (Fructosa al 0.6% p/v, Glutamato de sodio al 1.92% p/v, Acetato de
magnesio al 0.08% p/v, Acetato de sodio al 0.51% p/v, Citrato de potasio al 0.128%
p/v, pH de 7.2 y osmolaridad de 330 mOms), ademas de la cantidad necesaria de
proteina para las 3 concentraciones de proteinas (100 pg/mL, 200 pg/mL y 300
pg/mL) (Sasanami et al., 2013).

6.6. Obtencidn de eyaculados
Los eyaculados se obtuvieron mediante masaje dorso-ventral (Burrows & Quinn,

1937; Herrera et al., 2005), el eyaculado se recolecto con una micropipeta graduada
y se depositaron en un tubo Eppendorf con 1000 pl de solucién Lake para formar
un pool, se homogenizo con la finalidad de evitar aglutinaciones (Herrera et al.
2005), la muestra se mantuvo a una temperatura de 5 °C hasta su uso (Santiago et
al., 2011).

6.7. Conservacion en refrigeracion
Se depositd en un tubo Eppendorf 50 ul del pool realizado y se le afiadid 150 ul de

cada uno de los tratamientos (concentraciones de proteinas y un control), calentado
previamente a 39 °C (Ahammad et al., 2013; Matsuzaki et al. 2015).

6.8. Criopreservacion
Con ayuda de una camara de Neubawer se prepararon pajillas de 100 millones de

espermatozoides por cada una; se incubo por 15 minutos a 31 °C, posteriormente
se enfrid a 4 °C por 10 minutos, y se sumergio en nitrégeno liquido (Rakha et al.,
2016; Matsuzaki et al., 2015).
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6.9. Evaluacién espermatica basica

Movilidad: El porcentaje de movilidad espermética se determind mediante
microscopia optica en cada tratamiento, evaluando subjetivamente el movimiento

(progresivo, rapido y rectilineo) (Duchi et al., 2009).

Viabilidad: El porcentaje de espermatozoides vivos se determind utilizando la tincion
eosina-nigrosina colocando 4 ul de la muestra sobre un portaobjetos atemperado a
37 °C y se agregaron 2 pl de la tincién, realizando un frotis y dejando secar por 5
min revisar que se esciba igual en todo el texto sobre una platina térmica. La tincion
se observé en un microscopio éptico a un aumento de 40X contando 100 células
espermaticas; los espermatozoides tefiidos en color rosa se toman como muertos y

los no tefiidos o en color blanco como vivos (Varadi et al., 2013; Moya, 2003).

6.10. Determinacion de patrones de estado fisioldgico espermatico e
induccion de reacciéon acrosomal con MPV.

Se colocaron en un tubo Eppendorf una alicuota de 20 pl de semen con una
concentracion de 100X10° espermatozoides en que volumen y 10 pl de solucién de
clortetraciclina (CTC) 0.009M, se homogenizo y se coloc6 sobre una platina térmica
a 37 °C cubriéndolos de la luz. se evaluo a los 5 min, tomando 10 pl de esta mezcla
sobre un portaobjetos, dejando secar para después cubrirlo con un cubreobjetos y
se llevo observdO en un microscopio de epifluorescencia, se contaron 100
espermatozoides determinando tres patrones diferentes: espermatozoides intactos,
espermatozoides capacitados y espermatozoides con reaccién acrosomal (Figura
1) (Herrera et al., 2017).

Para la induccion de la reaccion acrosomal se utilizO6 membrana perivitelina (MPV)
0.1 g/500 pl y se determind por medio de la tinciéon de CTC; se colocé en un tubo
Eppendorf 20 pl de muestra con 5X10® espermatozoides de las diferentes
fracciones, 50 pl de CTC y 50 yl de MPV, se homogenizo y se coloc6 sobre una
platina térmica cubriéndolos de la luz, se procedi6 a incubar durante 10 min a 37

°C, pasado el tiempo de incubaciéon se evalué la muestra tomando 10 pl de esta
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mezcla se deposité sobre un portaobjetos, dejando secar para después cubrirlo con
un cubreobjetos y evaluando posteriormente en el microscopio de Fluorescencia, se
contaron 100 espermatozoides determinando tres patrones diferentes:
espermatozoides intactos, espermatozoides capacitados y espermatozoides con

reaccion acrosomal (Herrera et al., 2017).

Figura 1. Patrones determinados con clortetraciclina en espermatozoides de gallo,

1A: espermatozoide con estado fisiologico intacto, presenta fluorescencia en
cabeza!, pieza media? y flagelo®. 1B: espermatozoide con estado fisiolégico
capacitado, presenta fluorescencia en la parte acrosomal!, en la zona post-
ecuatorial’> y pieza media®. 1C: espermatozoide con estado fisiolégico con reaccion
acrosomal, presenta poca fluorescencia en pieza media® y flagelo?.(Laboratorio de

Bioquimica de la Reproduccion, UAM-X)
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6.11. Evaluaciones de los tratamientos

En las siguientes cuadros se muestran los tratamientos y las evaluaciones

realizadas a diferentes

tiempos, asi

como

las evaluaciones

realizadas

posteriormente a la criopreservacion, en donde solo se utilizé una concentracion

proteica.

Cuadro 1. Condiciones de evaluacion para eyaculados conservados en

refrigeracion.

CONDICION DE

TIEMPO DE EVALUACION

EVALUACION
TO 40 min 6h 24 h
Eyaculado + | - Ev.spz basica. - Ev. spz - Ev. spz basica. | - Ev. spz bésica.
Lake - Det. Edo. bésica. - Det. Edo. - Det. Edo.
Fisiologico e - Det. Edo. Fisiologico e Fisiologico e
(Control) _ L _ .
Induccion RA Fisiologico e Induccion RA Induccion RA
Induccion RA
Eyaculado + | - Ev.spz basica. - Ev. spz - Ev. spz basica. | - Ev. spz bésica.
Lake+FPLUUV - Det. Edo. bésica. - Det. Edo. - Det. Edo.
Fisiologico e - Det. Edo. Fisiologico e Fisiologico e
100 pg/mL . o ) .
Induccion RA Fisiologico e Induccion RA Induccion RA
Induccion RA
Eyaculado + | - Ev.spz basica. - Ev. spz - Ev. spz basica. | - Ev. spz bésica.
Lake+FPLUUV - Det. Edo. bésica. - Det. Edo. - Det. Edo.
Fisiologico e - Det. Edo. Fisiologico e Fisiologico e
200 pg/mL . o . .
Induccion RA Fisiologico e Induccion RA Induccion RA
Induccion RA
Eyaculado + | - Ev.spz basica. - Ev. spz - Ev. spz basica. | - Ev. spz bésica.
Lake+FPLUUV - Det. Edo. bésica. - Det. Edo. - Det. Edo.
Fisiologico e - Det. Edo. Fisiologico e Fisiologico e
300 pg/mL . o . _
Induccion RA Fisiologico e Induccion RA Induccion RA
Induccion RA

FPLUUV= Fraccion proteica del lavado de la unién atero vaginal, Ev. spz basica =

Evaluacion espermatica basica,

Det. Edo.

Fisiologico e

Induccion RA=

Determinacion de estado fisiologico espermatico e induccién de reaccion acrosomal
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Cuadro 2. Condiciones de evaluacion para la criopreservaciéon de los

eyaculados.

CONDICION DE EVALUACION POST DESCONGELACION
Eyaculado + Lake + DMA -Ev. Espermatica basica.
(Control)

- Capacidad de RA
Eyaculado + Lake + DMA + |- Ev. Espermatica basica.
FPLUUV 200 pg/mL

- Capacidad de RA

FPLUUV* = Fraccion proteica del lavado de la union atero vaginal.,, DMA=
Dimetilacetamida- como crioprotector. Falta indicar el nimero de repeticiones que

se realizaron

6.12. Fertilidad
Se descongelaron las pajillas a 37 °C por 30 s., se hizo la inseminacion intra vaginal

utilizando 5 gallinas por tratamiento (cuadro 3) , 5 min después de haber sido
descongelado (Rakha et al., 2016). Los huevos fueron recogidos el dia después de
la inseminacién por 8 dias, se utilizé una incubadora automatica a una temperatura
de 37.2 ° - 37.8 °C con una humedad relativa de 86 — 90% y el volteo cada hora.
Los huevos fueron revisados por ovoscopia a los 14 dias de incubacion para
determinar la fertilidad del huevo (Rakha et al., 2016).
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Cuadro 3. Condiciones de los eyaculados para la evaluacion de su capacidad

fertilizante.
Inseminacion Artificial
CONDICION DE EVALUACION DIA 14 POSTERIOR A LA OVODEPOSICION
Eyaculado refrigerado: % Huevos fertiles.

- Eyaculado fresco + Lake
- Eyaculado fresco + Lake + FPLUUV
200 pg/mL

Eyaculado descongelado: % Huevos fertiles.

- Eyaculado + Lake + DMA
(Control)

- Eyaculado + Lake + FPLUUV
200 pg/mL

FPLUUV= Fraccion proteica del lavado de la unién utero vaginal., DMA=

Dimetilacetamida como crioprotector., Lake = Medio de conservacién seminal.

6.13. Analisis estadistico
Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar las diferencias en la

conservacion seminal con diferente concentracion de proteina en diferentes
tiempos, y para comparar el porcentaje de espermatozoides capacitados y con
reaccion acrosomal en cada uno de los tratamientos; se realiz6 mediante una
prueba Tukey la determinacion de significancia con un valor de P<0.05, para
determinar las diferencias en la fertilidad de los huevos obtenida posterior a la
inseminacion con los diferentes tratamientos, se realiz6 una prueba de Chi-

cuadrada.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Analisis Bioguimico de liquido UUV

7.2. Cuantificacion proteinica
Mediante Bradford se cuantifico la cantidad de proteina obtenida del oviducto a

diferentes horas tomando en cuenta la postura (Cuadro 4).

Cuadro 4. Concentracion proteica en lavados de la unidon utero vaginal a

diferentes horas.

Hora / postura concentracion proteica mg/mL
3 pre 0.05+£0.04
2 POST 0.10 +0.05
5 POST 0.16 £ 0.03
8 POST 0.12 +0.04
11 POST 0.13+0.09

Se determinoé usar el liquido oviductal obtenido a las 5 horas posteriores a la postura
ya que cuenta con una mayor concentracion de proteinas (0.16+0.03 mg/mL),
ademas que esto corresponde a la hora mas habitual en donde se lleva a cabo la

copula de forma natural (North y Bell, 1993)
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7.3. Determinaciéon de peso molecular
Se determinaron un total de 14 bandas en tres carriles usando la proteina obtenida

alas 6 horas posteriores a la postura, que van desde los 227.68 hasta 68.60 KDa.se
lograron identificar por medio del PM 3 bandas correspondientes a las secreciones

gue se encuentran normalmente en el oviducto las cuales fueron:

Banda 4 = “IgY 150 KDa” homologa a la IgG en mamiferos, presente en el oviducto,

con funcion inmunoldgica (Hemmings et al., 2015).

Banda 6 = “ovomucina 88.5 KDa” es un inhibidor de la tripsina, altamente glicosilado,
se encuentra en un porcentaje del orden del 3.5 % en el alboumen. (Foye-Jackson et
al., 2011).

Banda 10 = “Avidina 66-69KDa” presente en el albumen y el oviducto ejerce una
funcion protectora al impedir el crecimiento de bacterias en el huevo (Foye-Jackson
et al., 2011).

Proteinas de la UUV (20 pg)

Marcador [BandakDa | kDa
1 267.68
250 KDa 2 230.76
150 KDa 3 186.27
4 148.08
100 KDa 5 120.68
6 87.28
75 KDa 7 80.17
8 73.74
9 70.76
10 |66.07
50 KDa 11 |53.51
12 |47.85
13 42.81
37 KD 14  [38.60

Figura 2. Determinacion de peso molecular de las proteinas oviductales.
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7.4. Evaluacién basica espermética

7.4.1.  Viabilidad espermatica
En la Figura 3 se muestra el porcentaje de viabilidad espermatica, no se observan

diferencias estadisticas significativas en los diferentes tratamientos (control, 100
pug/mL, 200 pg/mL y 300 pg/mL) en el tiempo 0, se presentd un rango del 95.4% al
97.6 %y a los 40 minutos entre 89% al 94.2%. Se mostr6 una viabilidad significativa
en el tratamiento de 200 pg/mL (89.6% y 82.8%) en los tiempos de 6 y 24 horas;
Sin embargo a las 24 horas a la concentraciéon de 300 pg/mL de proteinas
oviductales se observé una disminucion en la viabilidad significativamente con

respecto a los demas tratamientos.

Nuestros resultados indican que al suplementar el medio de conservacion con
proteinas oviductales a una concentraciéon de 200 pg/mL, los espermatozoides
puede sobrevivir por un mayor tiempo, esto se puede deberse a que en el oviducto
existen macromoléculas que tienen efectos descapacitantes como lo reporta
Sasanami et al. (2013).

Los resultados obtenidos en los demas tratamientos coinciden con los del estudio
de Madeddu et al. (2010), el cual también comenta que sin ninglin componente que
proteja al espermatozoide tanto metabdlicamente, asi como en la membrana
celular, su viabilidad se vera reducida con el paso del tiempo; por lo cual podemos
hacer referencia que las proteinas que adicionamos tienen esta funcion en el

espermatozoide.
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Figura 3. Viabilidad espermética con diferentes tratamientos evaluados a
diferentes tiempos observando que el tratamiento de 200 pg/mL aumenta la

viabilidad significativamente con respecto alos demas tratamientos.

7.4.2.  Movilidad espermatica
Los resultados de la movilidad espermatica se muestran en Figura 4. En el tiempo

0 se muestra una disminucion drastica en la movilidad, se observé diferencia
significativa en el control con respecto a los tratamientos. En las tres
concentraciones de proteina se muestra una disminucién en el porcentaje de
movilidad del 60% con respecto al control del 86%; a los 40 minutos continua la
disminucién en la movilidad, present6 diferencias significativas del control con los
tratamientos, teniendo un rango del 34% al 71% de movilidad; a las 6 horas los
tratamientos de 100 pg/mL, 200 pg/mL y 300 pg/mL presentaron un descenso
significativo de la movilidad espermatica (14%, 9.6% y 9.4% respectivamente) con
respecto al tratamiento control que obtuvo 34%; a las 24 horas todos los
tratamientos descendieron 7.2% a 8.4% manteniendo su movilidad el control en
19%.

Estos resultados nos indican que al suministrar los tratamientos con proteinas la
movilidad se ve disminuida por efecto de las proteinas, esto coincide con Sasanami
et al., 2013 reportando el mismo efecto al incuba espermatozoides con extractos de

la UUV. el trabajo de Yan et al. (2017) en el cual reportan que a través del tiempo
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se ve disminuida la movilidad en forma progresiva hasta un 8% a las 24 horas

posteriores de la obtencion del eyaculado en presencia de las proteinas.
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Figura 4. Porcentaje de movilidad espermética con diferentes tratamientos
observando el efecto de las proteinas disminuyendo la movilidad
significativamente (P<0.05)

7.5. Efecto de las proteinas del oviducto en el patron de estado
fisiologico espermatico

7.5.1.  Espermatozoides con patron a (intactos)
En el tiempo 0, el porcentaje de espermatozoides intactos (Figura 5) no presento

ninguna diferencia significativa en los diferentes tratamientos (control, 100 pg/mL,
200 pg/mL y 300 pg/mL) se observa en la mayor concentracién de proteina el 86%
de espermatozoides intactos comparado con el control que fue del 92 %; a los 40
minutos, el porcentaje de espermatozoides intactos no present6 ninguna diferencia
significativa en los diferentes tratamientos con respecto al control, mayor
concentracion (espero que corresponda) 83.3% vs 88.7%; a las 6 horas el
concentracion de 200 pg/mL presenté un porcentaje significativamente mayor
(71.3%) con respecto a los demas tratamientos los cuales presentaron un
porcentaje del 63.3% al 65.3% a que tratamiento corresponden los valores; a las 24

horas nuevamente el tratamiento de 200 pg/mL presento un porcentaje
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significativamente mayor (38%) con respecto a los demas tratamientos, los cuales

presentaron un porcentaje del 2.7% al 10%.

Nuestros resultados demuestran que al suplementar con 200 pg/mL de proteina
oviductal mantiene el nimero de células intactas durante un mayor tiempo, 6 y 24
horas, esto significa que al proveer de proteinas oviductales a una concentracion
de 200 pg/mL a los espermatozoides, pueden mantener su estado intacto,
disminuyendo asi los efectos de la refrigeracion la cual puede llevar a cabo la
capacitacion y reaccion acrosomal, asi como el desgaste metabdlico de los
espermatozoides, estos resultados coinciden conlo reportado por Sasanami et al.,

2013, al mencionar los factores descapacitantes de estas moléculas.

Los demas tratamientos se comportaron igual que el control esto debido a que la
concentracion de proteinas oviductales no fue la adecuada para que hubiera un
aumento en los espermatozoides intactos, esta tendencia de la disminucién de
espermatozoides intactos a través del tiempo es muy similar por la reportada por
Mocél et al. (2010).

100.0

[

80.0

70.0 l

50.0

40.0 I

% Espermatozoides

20.0
10.0
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0 minutos 40 minutos 6 horas 24 horas
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control 100 pg/mL 200 pg/mL 300 pg/mL

Figura 5. Porcentaje de espermatozoides intactos con diferentes tratamientos

evaluados a diferentes tiempos (P<0.05).
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7.5.2.  Espermatozoides con patron b (capacitados)
En el tiempo O (Figura 6) el tratamiento de 200 pg/mL presento un porcentaje de

espermatozoides capacitados significativamente menor (4%) con respecto a los
demas tratamientos, los cuales presentaron un porcentaje del 7.33% al 7.34%, a
los 40 minutos, la presencia de las proteinas oviductales no afecta el porcentaje
de espermatozoides capacitados, se mantienen sin cambio no presentd ninguna
diferencia significativa en los diferentes tratamientos obteniendo un rango indicar a
gue concentracion corresponde estos valores del 8% al 867 %, a las 6 horas, se
observa un ligero incremento en el porcentaje de espermatozoides capacitados no
mostrando ninguna diferencia significativa entre los diferentes tratamientos y el
control, en un rango del 16% al 17.33%, sin embargo a las 24 horas, se observé un
ligera disminucion en la concentracion de 200 pg/mL presento un porcentaje de un
13.33% con respecto a los demas tratamientos, los cuales presentaron un
porcentaje del 18% al 19.33%.

Estos resultados significa que al suministrar proteinas oviductales a una
concentracion de 200 pg/mL a los espermatozoides, a las 0 y 24 horas disminuyen
el porcentaje de espermatozoides capacitados, disminuyendo asi los efectos de la
refrigeracion la cual puede llevar a cabo la capacitacion y reaccion acrosomal, asi
como el desgaste metabdlico de dicho espermatozoide por no encontrase en un
medio oviductal, que también reporta Sasanami et al., 2013, al mencionar los

factores descapacitantes de estas moléculas.

Los demas tratamientos se comportaron igual que el control esto debido a que la
concentracion de proteinas oviductales no fue la adecuada para que hubiera un
disminucién en los espermatozoides capacitados, esta tendencia de la disminucion
de espermatozoides intactos a través del tiempo es similar por la reportada por
Mocél et al. (2010).
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Figura 6. Porcentaje de espermatozoides capacitados con diferentes
tratamientos evaluados a diferentes tiempos observando diferencias

significativas en el tratamiento de 200 pg/mL (P<0.05) .

7.5.3. Espermatozoides con patrén c (con reaccion acrosomal)
La Figura 7 muestra, el porcentaje de espermatozoides reaccionados, en el tiempo

0 no se observo diferencia significativa en los diferentes tratamientos (control, 100
pg/mL, 200 pg/mL y 300 pg/mL) presentaron valores entre el 1.33% al 4%; a los 40
minutos, el porcentaje de espermatozoides reaccionados se mantiene sin cambio,
no presentan diferencia significativa entre los diferentes tratamientos y el control,
obteniendo un rango del 3.33% al 8%, sin embargo se observa una ligera
disminucioén en el porcentaje de espermatozoides reaccionados en la concentracion
de 200 pug/mL; a partir de las 6 horas se muestra un ligero incrementé en el nimero
de espermatozoides con el acrosoma reaccionado, el tratamiento de 200 pg/mL
presentd un porcentaje significativamente menor (11.33%) con respecto a los
demas tratamientos, los cuales presentaron un porcentaje del 18% al 19.34%; a las
24 horas el tratamiento de 200 pg/mL presento un porcentaje significativamente
menor (48.67%) con respecto a los demas tratamientos, los cuales presentaron un

porcentaje del 72% al 78%.

Estos resultados sugieren que el suplemento de proteinas oviductales a una

concentracion de 200 pg/mL disminuyen el porcentaje de espermatozoides
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reaccionados, disminuyendo los efectos de la refrigeracion, la cual puede llevar a
cabo la capacitacion y reaccion acrosomal, asi como el desgaste metabdlico de

dicho espermatozoide (Sasanami et al., 2013),
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Figura 7. Porcentaje de espermatozoides con reaccion acrosomal con
diferentes tratamientos evaluados a diferentes tiempos observando

diferencias significativas en el tratamiento de 200 pg/mL (P<0.05) .

7.6. Parametros en espermatozoides co incubados con MVP.

7.6.1.  Espermatozoides con patron a (intactos) con MVP
En el tiempo 0 (Figura 8), el porcentaje de espermatozoides intactos con MPV no

present6 cambios significativos tanto en el control como en los diferentes
tratamientos (100 pg/mL, 200 pg/mL y 300 pg/mL) obteniendo un porcentaje entre
el 80.66% al 84%. A los 40 minutos, el porcentaje de espermatozoides intactos con
MVP no presento diferencia significativa en los diferentes tratamientos, obteniendo
un rango del 70.67% al 76.67%. A las 6 horas, disminuye el porcentaje de
espermatozoides intactos con MVP no presentd diferencia significativa en los
diferentes tratamientos, obteniendo un rango del 50% al 53.34% y después de 24
horas de conservacion, el porcentaje de espermatozoides intactos con MVP no
presento diferencia significativa en los diferentes tratamientos, obteniendo un rango
del 6.67% al 9.33%.
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Lo anterior, indica que los tratamientos no arrestan los espermatozoides en un solo
estado fisiologico, por lo cual es capaz de llevar a cabo todos los procesos para
poder realizar la fertilizacion y por ende el espermatozoide mantiene su viabilidad.
Los resultados obtenidos corresponde de igual manera a los obtenidos por Horrocks
et al. (2000).
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0.00
0 minutos 40 minutos 6 horas 24 horas

Tiempo
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Figura 8. Porcentaje de espermatozoides intactos co incubados con MVP con

diferentes tratamientos evaluados a diferentes tiempos (P<0.05).

7.6.2.  Espermatozoides con patron b (capacitados) con MVP
Hay que cambiar la redaccién del inicio de parrafo es el mismo, En el tiempo 0

(Figura 9), el porcentaje de espermatozoides capacitados co incubados con MPV
no presentd ninguna diferencia significativa en los diferentes tratamientos (control,
100 pg/mL, 200 pg/mL y 300 pg/mL) obteniendo un rango del 8% al 10%. A 40
minutos de conservacion, el porcentaje de espermatozoides capacitados co
incubados con MVP no presentd ninguna diferencia significativa en los diferentes
tratamientos, obteniendo un rango del 12% al 14.67%, después de 6 horas, el
porcentaje de espermatozoides capacitados co incubados con MVP no present6
ninguna diferencia significativa en los diferentes tratamientos, obteniendo un rango
del 23.33% al 25.33% y a las 24 horas de conservacién, el porcentaje de

espermatozoides capacitados co incubados con MVP no presentd ninguna
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diferencia significativa en los diferentes tratamientos, obteniendo un rango del
15.33% al 17.33%.

Nuevamente indica que los tratamientos no arrestan los espermatozoides en un solo
estado fisiolégico, por lo cual es capaz de llevar a cabo todos los procesos para
poder realizar la fertilizaciébn y por ende el espermatozoide sea viable. Los
resultados obtenidos corresponde de igual manera a los obtenidos por Horrocks et
al. (2000), en el cual el numero de espermatozoides capacitados aumentan a
medida que avanza el tiempo, siendo este un fendmeno normal, por el desgaste

gue tiene el espermatozoide.
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Figura 9. Porcentaje de espermatozoides capacitados co incubados con MVP

con diferentes tratamientos evaluados a diferentes tiempos (P<0.05).

7.6.3.  Espermatozoides con patron c (reaccionados) con
incubados con MVP.
En el tiempo O el porcentaje de espermatozoides que presentaron reaccion

acrosomal inducida por la co incubacién con MPV (Figura 10). No presentd
diferencia significativa en los diferentes tratamientos (control, 100 pg/mL, 200 pg/mL
y 300 pg/mL) obteniendo un rango del 6.67% al 9.33%; a los 40 minutos, el
porcentaje de espermatozoides reaccionados con MVP no presentd diferencia
significativa en los diferentes tratamientos, obteniendo un rango del 11.33% al

14.67%; a las 6 horas, el porcentaje de espermatozoides reaccionados con MVP no
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presentd diferencia significativa en los diferentes tratamientos, obteniendo un rango
del 23.33% al 24.67% y a las 24 horas, el porcentaje de espermatozoides
reaccionados con MVP no presentd diferencia significativa en los diferentes

tratamientos, obteniendo un rango del 74% al 78.67%.

Lo anterior indica que los tratamientos no arrestan los espermatozoides en un solo
estado fisioldgico, por lo cual es capaz de llevar a cabo todos los procesos para
poder realizar la fertilizacion y por ende el espermatozoide sea viable. Los
resultados obtenidos corresponde de igual manera a los obtenidos por Horrocks et
al., 2000 en el cual el numero de espermatozoides reaccionados aumentan a
medida que avanza el tiempo, siendo este un fendbmeno normal, por el desgaste

que tiene el espermatozoide.
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Figura 10. Porcentaje de espermatozoides reaccionados con MVP con

diferentes tratamientos evaluados a diferentes tiempos (P<0.05).

7.7. Evaluacion basica espermatica post descongelacion

7.7.1.  Viabilidad espermatica post descongelacién
El tratamiento control y el de 200 pg/mL (Figura 11) no mostraron diferencias

significativas entre ellos (83.8% y 83.6% respectivamente), pero se observé una
diferencia significativa mayor con respecto a los tratamientos de 100 pg/mL (69.8%)
y 300 pg/mL (67.2%).
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Esto significa que al utilizar concentraciones de 100 pg/mL y 300 ug/mL aumenta la
mortalidad posterior a la cripreservacion, por ende la concentracion mas adecuada
es la de 200 pg/mL.

Los resultados obtenidos son diferentes a los publicados por Rakha et al. (2016),

esto debido a que uso una especie mas silvestre y con menor calidad inicial.
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Figura 11. Porcentaje de viabilidad espermatica post descongelacion, con

diferentes tratamientos (letras diferentes hay diferencia significativa P<0.05)

7.7.2.  Movilidad espermatica post descongelacion
El tratamiento control (61%) no presenta diferencias significativas con el tratamiento

de 100 pg/mL (58%), pero el porcentaje de movilidad espermatica del tratamiento
control es significativamente mayor que el de los tratamientos de 200 pug/mL (56%)
y 300 pg/mL (46%); hubo diferencias estadisticas significativas. El tratamiento de
100 pg/mL no presenta diferencias significativas con el tratamiento de 200 pg/mL,
pero si tiene un mayor porcentaje significativo respecto al tratamiento de 300 pg/mL
y por ultimo el tratamiento de 200 pug/mL no tiene diferencias significativas con el

tratamiento de 300 pug/mL (Figura 12).

Lo anterior demuestra que al usar los tratamientos con proteinas oviductales la
movilidad disminuye, esto causado por el efecto de las proteinas (Sasanami et al.,
2013).
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Figura 12. Porcentaje de movilidad espermatica post descongelacion con

diferentes tratamientos ((letras diferentes hay diferencia significativa P<0.05)

Determinacion de patrén estado fisiolégico espermatico post

descongelacion

7.7.3. Espermatozoides con patron a (intactos) post
descongelacion.

Con el tratamiento de 200 pg/mL hay un porcentaje significativamente mayor de
espermatozoides intactos (84%) a comparacion de los demas tratamientos; el
tratamiento de 300 pg/mL no presenta diferencias significativas con el de 100 pg/mL
(46% y 50% respectivamente), y el tratamiento control obtuvo un porcentaje
significativamente mayor de espermatozoides intactos (58%) a comparacion de los

tratamientos de 100 pg/mL y 300 pg/mL (figura 13).

Resultando que al afiadir el tratamiento con 200 pg/mL aumenta el numero de
espermatozoides intactos demostrando que estas proteinas funcionan como un tipo
crioprotector por sus propiedades descapacitantes (Sasanami et al., 2013). Los

demas tratamientos se comportaron de manera similar a lo reportado por Amani et
al. (2015).
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Figura 13. Porcentaje de espermatozoides intactos post descongelacion con

diferentes tratamientos (letras diferentes hay diferencia significativa P<0.05)

7.7.4.  Espermatozoides con patron b (capacitados) post

descongelacion
El tratamiento con 200 pg/mL obtuvo un porcentaje significativamente menor de

espermatozoides capacitados (10.67%) con respecto a los tratamientos control
(14.67%), 100 pg/mL (18%) y 300 pg/mL (17.33%) (Figura 14).

Resultando que al afadir el tratamiento con 200 pug/mL disminuye el niamero de
espermatozoides capacitados, demostrando que estas proteinas funcionan como
un tipo crioprotector por sus propiedades descapacitantes (Sasanami et al., 2013).
Los demas tratamientos se comportaron de manera similar a lo reportado por Amani
et al. (2015).

48



25.00
20.00 a
15.00

10.00 1

% Espermatozoides

5.00

0.00
control 100 pg/mL 200 pg/mL 300 pg/mL
Tratamiento

Figura 14. Porcentaje de espermatozoides capacitados post descongelacion
con diferentes tratamientos (letras diferentes hay diferencia significativa
P<0.05)

7.7.5. Espermatozoides con patrén c (con reaccion acrosomal)

post descongelacion
El tratamiento de 200 pg/mL obtuvo un porcentaje significativamente menor de

espermatozoides reaccionados (5.33%) con respecto a los tratamientos control
(27.33%), 100 pg/mL (32%) y 300 pg/mL (36.67%); el tratamiento control no mostro
diferencias significativas con el tratamiento de 100 pg/mL, al contrario del
tratamiento de 300 pg/mL en la cual si hubo diferencia significativa; el tratamiento
de 100 pg/mL no mostro diferencias significativas con respecto al de 300 pug/mL
(Figura 15).

Resultando que al afiadir el tratamiento con 200 pg/mL disminuye el nimero de
espermatozoides reaccionados, demostrando que estas proteinas funcionan como
un tipo crioprotector por sus propiedades descapacitantes (Sasanami et al., 2013).
Los demas tratamientos se comportaron de manera similar a lo reportado por Amani
et al. (2015).
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Figura 15. Porcentaje de espermatozoides reaccionados post descongelacion
con diferentes tratamientos (letras diferentes hay diferencia significativa
P<0.05)

7.8. Parametros en espermatozoides co incubados con MVP post
descongelacion

7.8.1. Espermatozoides descongelados con patron a (intactos)

con incubados con MVP
Ninguno de los diferentes tratamientos: control (22%), 100 ug/mL (21.33%), 200

png/mL 20% y 300 pg/mL (21.33%) tienen diferencias significativas en el porcentaje
de espermatozoides intactos (Figura 16).

Lo que indica que los tratamientos no arrestan los espermatozoides en un solo
estado fisiolégico. Los resultados obtenidos fueron mayores a los de Horrocks et al.
(2000), debido al proceso de la criopreservacion que se sabe produce un efecto de

criocapacitacion.
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Figura 16. Porcentaje de espermatozoides intactos post descongelacion con

diferentes tratamientos (letras diferentes hay diferencia significativa P<0.05)

7.8.2.  Espermatozoides descongelados con patron b
(capacitados) co incubados con MVP

Ninguno de los diferentes tratamientos: control (12.67%), 100 pg/mL (10.67%), 200
pg/mL (10.67%) y 300 pug/mL (10%) tienen diferencias significativas en el porcentaje

de espermatozoides capacitados (Figura 17).

Lo que indica que los tratamientos no arrestan los espermatozoides en un solo
estado fisioldgico, por lo cual es capaz de llevar a cabo todos los procesos para
poder realizar la fertilizacion y por ende el espermatozoide sea viable. Los
resultados obtenidos fueron mayores a los de Horrocks et al. (2000), debido al
proceso de la criopreservacion que se sabe produce un efecto de criocapacitacion.
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Figura 17. Porcentaje de espermatozoides capacitados post descongelacion
con diferentes tratamientos (letras diferentes hay diferencia significativa
P<0.05)

7.8.3. Espermatozoides descongelados con patrén c
(reaccionados) co incubados con MVP

Ninguno de los diferentes tratamientos: control (65.33%), 100 pug/mL (68%), 200
png/mL (69.33%) y 300 pg/mL (68.66%) tienen diferencias significativas en el
porcentaje de espermatozoides reaccionados (Figura 18). Lo anterior indica que los
tratamientos no arrestan los espermatozoides en un solo estado fisiologico, por lo
cual es capaz de llevar a cabo todos los procesos para poder realizar la fertilizaciéon
y por ende el espermatozoide sea viable. Los resultados obtenidos fueron mayores
a los de Horrocks et al. (2000), debido al proceso de la criopreservacion que se sabe

produce un efecto de criocapacitacion.
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Figura 18. Porcentaje de espermatozoides reaccionados post descongelacion
con diferentes tratamientos (Letras diferentes hay diferencia significativa P<0.05)
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7.9. Fertlidad

Cuadro 3. Fertilidad obtenida con semen conservado en diferente tratamiento

(letras diferentes hay diferencia significativa P<0.05)

N° de huevos
Tratamiento : : % de fertilidad
Fértil Infértil

Eyaculado fresco
38 5 88.37
+ Lake?

Eyaculado fresco
+ Lake + FPLUUV 32 5 86.49
200 pg/mL/ml?
Eyaculado
descongelado + 28 15 65.12
Lake + DMAP

Eyaculado
descongelado +
Lake + FPLUUV

200 pg/mL/ml2

32 7 82.05

FPLUUV= Fraccion proteica del lavado de la unién atero vaginal., DMA=
Dimetilacetamida como crioprotector., Lake = Medio de conservacion seminal

(tratamientos con letra diferente existe diferencia significativa)

Se observa que el porcentaje de fertilidad fue similar utilizando eyaculados frescos
siny conservado con suplemento de proteinas (88.37% y 86.49% respectivamente),
al igual que usando eyaculados descongelados con proteinas (82.05%), Unicamente
hay un decremento significativo usando simplemente eyaculado descongelado
(65.12%) (Cuadro 3).

Los resultados demostraron que al utilizar las proteinas oviductales se puede inducir
una descapacitacion espermatica, la cual permite mantener la viabilidad
espermédtica, ademas de disminuir los efectos negativos de la criopreservacion

llegando a ser igual de fértii que usar semen fresco, esto recalca el efecto
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descapacitante, ademas del efecto crioprotector de estas proteinas; dando como

resultado la creacion de un nuevo medio de criopreservacion.

Investigadores como Partyka et al. (2015 y 2018), Fattah et al. (2017), Noorani et
al. (2015), han utilizado la suplementacion de medio para la criopreservacion
teniendo como resultado cierta aproximacioén en la fertilidad a el resultado obtenido
(70% al 78%) esto podria ser distinto por los protocolos de congelacion, los medios

utilizados, asi como los crioprotectores.
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8. CONCLUSIONES
- Los resultados de este estudio, demuestran que el suplemento in vitro de proteinas

oviductales, favorece la conservacién en fresco y aumenta los parametros de

viabilidad espermatica post descongelacion.

- La induccion de la reaccion acrosomal utilizando MVP en semen conservado en
fresco o post descongelacion, demuestra que el efecto determinado como
descapacitacion espermatica, es un estado fisiolégico reversible, que confirma la
viabilidad espermatica demostrada con los resultados de fertilidad obtenidos.

- Con lo anterior, es posible demostrar, que puede inducirse una descapacitacion
espermaética in vitro, de los espermatozoides de gallo.

9. PERSPECTIVAS

Auln se desconoce el mecanismo por el cual estas proteinas pueden modificar los
estados fisioldgicos del espermatozoide, por lo que se requiere hacer un estudio
celular y molecular mas exhaustivo, al igual de identificar las proteinas obtenidas

del oviducto.

Una vez identificadas y aisladas se deberan probar en los medios de
criopreservacion para verificar si su efecto es el mismo que se observé en este

estudio.

Si los resultados son satisfactorios; se propone implementar este medio de
criopreservacion en las técnicas de reproduccion asistida, y posteriormente estudiar
si se puede aplicar este procedimiento en diferentes especies de aves, para asi

generar medios especie-especificos.
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OVIDUCTAL PROTEINS EFFECT IN ROOSTER’S SPERMATIC
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Abstract

BACKGROUND: Cryopreservation induces spermatic cryo capacitation, which can de-
crease thawed spermatozoa’s fertilizing capability. OBJECTIVE: Evaluate the effect of
uterus-vaginal union protein factors to inhibit spermatozoa’s cryo capacitation and mantain
viability and fertilizing capability of rooster’s spermatozoa. MATERIALS AND MET-
HODS: Rooster's spermatozoa was cryopreserved using Lake extender supplemented with
different hen's uterus-vaginal union protein concentrations, to determine spermatic viabi-
lity, spermatozoa's physiologic condition and fertilizing capability in vive. RESULTS: It
was possible to induce spermatic decapacitation in vitre, inhibiting cryo capacitation and
allowing fertility results comparable to those obtained with fresh semen. CONCLUSION:
Uterus-vaginal protein extracts induce spermatic decapacitation in vitro.

Keywords: Acrosomal reaction, preservation, semen.
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En la Ciudad de México, se presentaron a las 10:00 horas
del dia 13 del mes de noviembre del afio 2018 en la Unidad
Iztapalapa de la Universidad Auténoma Metropolitana, los
suscritos miembros del jurado:

DR. JUAN JOSE PEREZ RIVERO CRUZ Y CELIS
M. EN C. FERNANDO GUAL SILL

DR. ADRIAN GUZMAN SANCHEZ

DR. ALEJANDRO AVALOS RODRIGUEZ

Bajo la Presidencia del primero Y con cardcter de
Secretario el ultimo, se reunieron para proceder al Examen
de Grado cuya denominacién aparece al margen, para la

obtencién del grado de:

MAESTRO EN BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION ANIMAL

DE: RICARDO CAMARILLO FLORES

y de acuerdo con el articulo 78 fraccién III del
Reglamento de Estudios Superiores de la Universidad
Auténoma Metropolitana, los miembros del jurado

resolvieron:

/‘\ g) vo' b a~"

el presidente del jurado comunicéd al
resultado 'de la evaluacién 'y, en caso
le fue tomada la protesta.

Acto continuo,
interesado el
aprobatorio,

PRESIDENTE
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