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RESUMEN: El objetivo dd estudio fueinvestigar € efecto de la criopreservacion sobre la viabilidad y estado
acrosomal de espermatozoides de congo de la raza Nueva Zelanda (Oryctolagus cuniculus). Se utilizaron
46 eyaculados, obtenidos mediante vagina artificial, evaluandose las siguientes caracteristicas en semen fresco
y post-descongelado: % de viabilidad sin y con reaccion acrosomal (VSRA y VCRA, respectivamente), y %
de mortalidad sin y con reaccién acrosomal (MsRA y McRA, respectivamente), mediante la tincion de
Isotiocianato de fluoresceina conjugada con la lectina de Arachis Hypogaea y loduro de Propidio (FITC-
PNA/IP). Se obtuvieron los siguientes valores en semen fresco: 73.6+4.9%, 5.5+2.4%, 15.2+3.7% Y 5.6+2.3%,
respectivamente; y para semen post-descongelado: 40.0+4.8%, 10.4+3.1%, 38.1+6.1y 11.5+3.6, respectivamente.
Se determinaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre las caracteristicas espermaticas en
fresco y post-descongeladas, causadas por los efectos de la criopreservacion. Se concluye que aln cuando la
viabilidad y € estado acrosomal de los espermatozoides se ven afectados por la criopreservacion, queda
suficiente cantidad de espermatozoides vivos y sin reaccion acrosomal capaces de redlizar la fertilizacion.
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Effect of cryopreservation on viability and theacrosomal state of new zeland rabbit
(Oryctolagus cuniculus) semen

ABSTRACT: The effect of cryopreservation on the viability and the acrosomal state of spermatozoa of New
Zedand rabbits (Oryctolagus cuniculus) was studied. Forty six gaculates, obtained with an artificial vagina,
were used to determine the percentages of viability and mortality with and without acrosomal reaction (VsSRA,
VCcRA, MsRA and McRA, respectively) in fresh and post-thawed semen by staining with fluorescein
isothiocianato conjugated with lectine from Arachis Hypogaea and propidium iodide (FITC-PNA/IP). The
values obtained in fresh semen were 73.6+4.9%, 5.5+2.4%, 15.2+3.7% and 5.6+2.3%, respectively, and
40.0+4.8%, 10.4+3.1%, 38.1+6.1 y 11.5+3.6, respectively, in post-thawed semen. Statistically significant
differences (p<0.05) were determined between the spermatic characteristics in fresh and post-thawed semen,
which were caused by the effects of cryopreservation. It is concluded that, even when the viability and the
acrosomal state of the spermatozoa are affected by cryopreservation, a sufficient quantity of spermatozoa
remains alive and without acrosomal reaction capable to fulfill thefertilization.

Palabras clave: cryopreservation, viability, acrosomal reaction I, FITC-PNA/IP, Oryctolagus cuniculus.

El conejo es un valioso animal de laboratorio utili-
zado tanto en investigaciones dirigidas a estudiar la
funcion del espermatozoide en la fertilizacion; como
en estudios sobre toxicologia, teratologia, inmunologia,
microbiologia y transgénesis (1, 2, 3). De ahi la nece-
sidad de investigar métodos més confiables para la

conservacion de recursos genéticos de conejo de ma-
nera eficiente en bancos de criopreservacién. Por otro
lado, los espermatozoides de conejo se usan para in-
vestigar nuevos crioprotectores y métodos de congela-
cion, en funcion de que son altamente sensibles a di-
cho proceso (2, 4).
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Se conoce que la Inseminacion Artificial (1.A) en los
sistemas de produccién de conejos es una practica
comun (5), en base al uso de semen fresco o refrigera-
do, resultando en altas tasas de concepcion como las
obtenidas con monta natural que es de 80.0% (6, 7),
sin embargo cuando se usa semen pos-descongela-
do, se reporta descenso en los porcentajes de fertili-
dad hasta un 47.0% (8). La congelacion-descongela-
cion incrementan la capacitacion y reaccion acrosomal
(RA) espermatica. En ese proceso, se debe conside-
rar que la evaluacion del acrosoma es importante debi-
do a que es fundamental durante la fecundacion. Los
dafios en el acrosoma provocan que se liberen las
enzimas que alberga en su interior, perdiendo la capa-
cidad de fecundacién (9). En el semen principalmente
post-descongelado es importante saber qué porcenta-
je estan vivosy sin RA, que son los que interesan para
usarse en técnicas de reproduccion asistida. Una he-
rramienta muy precisa para evaluar la viabilidad del
espermatozoide y su estado acrosomal es la tincién
de Isotiocianato de fluoresceina conjugada con la
lectina de Arachis Hypogaea y loduro de Propidio (FITC-
PNA/IP). En espermatozoides sin RA, los acrosomas
permanecen sin tefir, mientras que los
espermatozoides con RA, se tifien de verde (10). El
loduro de Propidio (IP) es una tincién especifica de
DNA que no puede entrar en membranas intactas y
solo penetran en las células que han perdido la integri-
dad de la membrana tifiéndolos de color rojo (11). En
investigaciones anteriores utilizando la tincién FITC-
PNA/IP, para evaluar espermatozoides obtenidos de
eyaculados de la especie ovina (12), asi como
espermatozoides recuperados de cola de epididimo de
equinos (13) y sujetos al proceso de criopreservacion
se llego a la conclusion de que se obtienen suficiente
cantidad de espermatozoides vivos y sin reaccion
acrosomal Utiles para su empleo en técnicas de repro-
duccion asistida. Al no encontrarse reportes sobre la
viabilidad y estado acrosomal utilizando la tincién de
FITC-PNA/IP en semen post-descongelado de conejo
El objetivo de esta investigacion fue determinar el efec-
to de la criopreservacion sobre la viabilidad y estado
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acrosomal de espermatozoides de conejo con el em-
pleo de la tincion referida como criterio evaluativo.

El presente estudio se llevé a cabo con 46
eyaculados obtenidos con vagina artificial a dos cone-
jos de laraza Nueva Zelanda (Oryctolagus cuniculus),
sexualmente activos a los que se les brindé comiday
agua ad libitum, con temperatura controlada de 18°C.,
a 20°C., y ciclos de luz-oscuridad de 12x12 horas (14),
dichas muestras fueron evaluadas en el Laboratorio
«Manejo de la Reproduccién» de la Universidad Auto-
noma Metropolitana Unidad Xochimilco. La viabilidad y
estado acrosomal de los espermatozoides, se deter-
mindé mediante la tincidon de Isotiocianato de
fluoresceina conjugada con la lectina de Arachis
Hypogaea y loduro de Propidio (FITC-PNA/IP), segun
la metodologia de Garcia-Rosell6 et al. (15). Los
espermatozoides se clasificaron de acuerdo al patron
de tincién en vivos o muertos y con o sin reaccion
acrosomal (16). El semen fue congelado con el diluyente
Tris-acido citrico-glucosa incluyendo 1.75M de DMSO
y 0.05M de sucrosay envasado en pajillasde 0.5 mL a
una concentracién de 30x10%mL (3), descongelandolas
a 37°C., por 45 segundos. Los indicadores evaluados
a los espermatozoides fueron: vivos sin RA VsRA, vi-
vos con RA VcRA |, muertos sin RA MsRA 'y muertos
con RA McRA.

Analisis estadistico. Los datos fueron analizados
con el paquete estadistico SPSS 13.0, para comparar
las caracteristicas espermaticas se realizaron prue-
bas estadisticas de ANOVAY «t» de Student con nivel
de significacion 0,05 (17).

Existe diferencia significativa (p<0.05) entre las
caracteristicas espermaticas evaluadas en fresco y pos-
descongeladas de semen de conejo (Tabla 1).

En semen fresco se determin6é un 73.6% de
espermatozoides vivos sin RA y solo un 5.5% de
espermatozoides vivos con RA, siendo el resto (20.8%)
de espermatozoides muertos sin y con RA. La mayo-
ria de las investigaciones solo reportan el porcentaje
de espermatozoides con o sin RA, si lo consideramos

TABLA 1. Viabilidad y estado acrosomal de semen fresco y pos-descongelado de 46 eyaculados de conejo./ Viability
and acrosomal state of fresh and post-thawed semen from 46 rabbit ejaculates

Viabilidad y estado acrosomal
VsRA VCcRA MsRA McRA
Fresco 73,6+4,9% 5,5 +2,4% 15,2+3,7° 5,6+2,3%
Pos descongelado 40.+4,8° 10,4+3,1° 38,1+6,1° 11,5+3,6"

b jteral diferente en hileraindica diferencia estadistica significativa (p<0.05).
RA= Reaccién acrosomal, VsRA= Vivossin RA, VcRA= Vivoscon RA, MsRA = Muertossin RA, McRA = Muertos

con RA.
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asi en esta investigacion se tendrian 88.8% de
espermatozoides sin RAy 11.2% de espermatozoides
con RA. Lo anterior es similar a lo reportado por
Castellini et al. (8) y Viudes de Castro et al. (18) que
reportan un 12.2% y 13.0% de espermatozoides con
reaccion acrosomal, determinédndolo mediante la tincion
FITC-PNA y contraste de fase, respectivamente, pero
superior alo reportado por Hernandez et al. (19), con
9.5%, usando azul de Comassie. El porcentaje de
espermatozoides sin RA debe ser superior al 80.0%
en semen fresco, ya que si hay un porcentaje elevado
de espermatozoides con acrosomas dafiados en el
eyaculado, la fertilidad se reduce (20). Mientras que
en semen post-descongelados se determind un 40.0%
de espermatozoides vivos sin RA, que son los que
mantienen la capacidad de fecundar. Sin tomar en cuen-
talaviabilidad, el porcentaje de espermatozoides con
RA se increment6 a 21.9% en semen descongelado,
sin embargo este valor es inferior a lo reportado por Si
et al. (14) y Castellini et al. (8) que reportan un 61.5%
y 55.3%, respectivamente de espermatozoides con RA
sin especificar qué porcentaje de ellos estaban vivos o
muertos.

Se concluye que la viabilidad y el estado acrosomal
de los espermatozoides se ven afectados por la
criopreservacion, no obstante queda suficiente canti-
dad de espermatozoides vivosy sin reaccién acrosomal
capaces de realizar la fertilizacion.
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