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| ARTICULO ORIGINAL |

Crioconservacion de semen bovino usando un congelador
programable (CL-8800) y determinacion de su calidad
postdescongelacion por medio un sistema de analisis

espermatico asistido por computador (CASA)

Bovine sperm cryopreservation using a programmable
freezer (CL-8800) and evaluation of post-thaw sperm
quality by a Computer-Assisted Sperm Analysis (CASA)
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar un protocolo para la congelacion de semen bovino, empleando el
congelador programable CL-8800 vy utilizando un diluyente constituido por Tris (2.42%), acido citrico (1.8%),
fructosa (1.0%), glicerol (7%) y yema de huevo (20%). Toros sexualmente maduros y clinicamente sanos de la
raza Sanmartinero fueron usados como donantes de las muestras seminales. El semen fue extraido por
electroeyaculacion, incubado a 36°C y evaluado macroscépica y microscopicamente. Muestras con movilidad
masal superior a 80% fueron mezcladas con el diluyente en dos fracciones, asi: fraccion A a 36°C (1:1) y
fraccién B (glicerolada) a 20°C (1:1), esta Ultima incluida en tres alicuotas a intervalos de 15 min. El semen fue
empacado en pajillas de 0.5 mL y crioconservado en un congelador programable CL-8800; posteriormente, las
pajillas fueron trasladadas a un termo de almacenamiento a -196°C hasta su evaluacién. Para la determinacién
de la movilidad y velocidad individual, cada pajilla fue descongelada en bafo de agua a 36°C por 60 seg y
evaluada usando un sistema de anélisis espermatico asistido por computador (CASA). La movilidad masal y el
vigor espermatico fueron evaluados en semen fresco no diluido y durante todo el proceso de crioconservacién y
postdescongelacién. La curva de congelacion determinada en el congelador CL-8800 ofreci6 una tasa de
congelacion total de 4.9°C.min" desde 20°C hasta -70°C. En cuanto a la movilidad espermatica individual,
todas las variables mostraron diferencias significativas (p<0.05) cuando comparadas con semen fresco, a excepcién
de la movilidad progresiva lineal lenta y movilidad circular.

La movilidad masal no varié significativamente durante el proceso de dilucién y estabilizacion (88.0+1.2 y
80.0+1.5%, respectivamente), siendo afectada sélo por la crioconservacion (40.0 += 3.1%). En general, los
resultados obtenidos para semen de bovino crioconservado en congelador programable CL-8800 son aceptables
para la especie; sin embargo, alin son necesarios ajustes en la tasa de congelacion-descongelacion.

Palabras clave: bovino, CASA, crioconservacion, espermatozoide, glicerol, Sanmartinero.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate a protocol for cryopreservation of bovine semen using a programmable
freezer CL-8800, and an extender consisting of tris (2.42%), citric acid (1.8%), fructose (1%), glycerol (7%),
and egg yolk (20%). Sexually mature and clinically healthy bulls of the Sanmartinero breed were used as donors
of the seminal samples. The semen was obtained by electro-ejaculation, incubated at 36°C, and evaluated
macroscopically and microscopically. Samples with mobility higher than 80% were mixed with the extender into
two fractions in the following manner: fraction A at 36°C (1:1), and fraction B (with glycerol) at 20°C (1:1). The
latter was included in three aliquots in intervals of 15 min. The semen was packaged in straws, each containing
0.5 ml., and cryopreserved in a programmable freezer CL-8800. Then the straws were transferred to a storage
reservoir with the temperature held at -196°C until their contents were evaluated. Each straw was thawed in a
water bath at 36° C for 60 seconds, and then sperm mobility and individual sperm velocity were evaluated using
a Computer-Assisted Sperm Analysis (CASA). Sperm mobility and spermatic vigor were compared of undiluted
fresh sperm, as well as cryopreserved, and post-thawed sperm. The freezing curve obtained with the CL-8800
freezer showed a total freezing rate of 4.9 °C per minute from 20°C to -70°C. The individual sperm mobility
showed significant differences (p<0.05) in all variables when compared with fresh sperm. In contrast, differences
were not observed in slow lineal progressive mobility and circular mobility. Masal mobility did not vary significantly
during the dilution and stabilization process (88.0+1.2 and 80.0+1.5%, respectively) being only affected by
the cryopreservation process (40.0 = 3.1%). In general, the results obtained in the present study for cryopreserved
bovine sperm using a CL 8800 programmable freezer are acceptable for this species. However, it is necessary to

make adjustments in the freezing-thawing rate.

Key words: Bovine, CASA, cryopreservation, glycerol, Sanmartinero, spermatozoa.

INTRODUCCION

La crioconservacion es una técnica mediante la cual el
material biolégico puede ser mantenido viable por tiempo
indefinido (Ramos, 1996). Esta tecnologia constituye una
alternativa para el establecimiento de bancos genéticos,
los cuales ayudan a mantener la biodiversidad y asegurar
la conservacion fisica de una especie (Cloud et a/, 1990;
Medina-Robles et al., 2006).

Las técnicas para la crioconservacién de espermatozoides
inicialmente tuvieron un lento progreso (Hammerstedt
et al, 1990), sin embargo hasta 1983 alin no se
encontraban completamente estandarizadas (Saacke,
1983). Los efectos de la crioconservacion sobre la funcion
espermatica y la fertilidad han sido ampliamente
estudiados y descritos, particularmente en bovinos
(Anchordogus et al, 1987; De Leeuw et al., 1990; Brown
et al., 1991, Prathalingam et al., 2006), caprinos
(Leboeuf et al., 2000; Aboagla y Terada, 2004; Purdy,
2006) y peces (Lahnsteiner et al., 2000; Dzuba et al.,
2002; Cruz-Casallas et al., 2004).

Un gran niimero de protocolos de congelacion han sido
desarrollados, debido principalmente a las diferencias
observadas entre especies, como respuesta a las tasas
de congelacion y descongelacién empleadas. Por ésta
circunstancia, las técnicas y procedimientos actuales
deben ser validados empleando el semen de la especie
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de interés, para de esta forma lograr su conservacion a
largo plazo sin afectar significativamente su capacidad
fecundante (Woelders, 1993, Ciereszco et al., 1999).

Varias tasas de enfriamiento y descongelacion han sido
ensayadas en la crioconservacion seminal de diferentes
especies sin que se haya determinado con exactitud
una curva estandar (Hochiet al., 1996; Yuetal., 2002;
Pena-Martinez, 2004; Velasco-Santamaria et al.,
2005). Esto se debe principalmente a que los resultados
dependen de factores tales como el diluyente, el
crioprotector usado y el tamano del sistema de
empague; asi como también de la calidad seminal,
parametro altamente variable entre individuos
(Landsverk, 2000).

La sobrevivencia después de la crioconservacion de
muchos tipos de células, incluyendo los
espermatozoides, es fuertemente dependiente de la tasa
de congelacién y descongelacion, y especialmente de
la temperatura a la cual las células son enfriadas antes
de su introduccién en nitrégeno liquido, fenémeno
conocido como “temperatura intermedia de
sumergimiento sub-cero” (Watson et al., 1992;
Sukhato et al., 2001). Se ha reportado que uno de los
factores criticos para la sobrevivencia de las células
después de la congelacién, es abolir la formacién de
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cristales de hielo intracelular, por medio de una
deshidratacién adecuada antes de su sumergimiento
en nitrégeno liquido, lo cual también esta estrechamente
relacionado con bajas tasas de enfriamiento que
permiten un mayor eflujo de agua intracelular (Mazur,
1970; Medina et al., 2005). Shukato et a/. (2001)
reportan en bufalos mayor sobrevivencia espermatica
postdescongelacién utilizando tasas de enfriamiento
entre 20 y 30 °C.min! antes del sumergimiento en
nitrégeno liquido con una tasa de descongelacién entre
200y 1000 °C.min. En contraste tasas de congelacion
entre 75y 150 °C.min’! han sido reportadas para toros
(Woelders et al., 1997).

En la blsqueda de soluciones para el control adecuado
de cada una de estas variables, los equipos de

MATERIALES Y METODOS

Localizacion

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Reproduccion
de Peces Tropicales del Instituto de Acuicultura (IALL)
de la Universidad de los Llanos (UNILLANOS),
localizado en la Ciudad de Villavicencio, Departamento
del Meta. El clima esta caracterizado por una
temperatura media de 27°C, humedad relativa del 83%
y precipitacion pluvial de 4500 mm anuales.

Material biolégico y recoleccion de muestras

Fueron utilizados como donantes de las muestras de
semen dos reproductores bovinos de la raza
Sanmartinero, de propiedad de la Granja Barcelona de
la Universidad de los Llanos. Durante todo el periodo
experimental, los reproductores fueron mantenidos bajo
condiciones de pastoreo, sobre praderas de Brachiaria
Decumbens y suministro de sal mineralizada a voluntad.
Al momento del muestreo registraban una edad de
cuatro anos, peso aproximado de 400 kg. Como
medidas sanitarias registraban vacunacién contra fiebre
aftosa y demés enfermedades segln los planes oficiales
de vacunacién exigidos por las autoridades sanitarias
de la region.

Para la obtencién de las muestras seminales fue
empleado un equipo manual de electroeyaculacion
(Standard Precision Electronics, Denver Colorado -
USA), previo a la obtencién de la muestra fue realizada
una tricotomia y lavado de la regién ventral abdominal
y de la zona prepucial del animal, posteriormente fue
ubicado el electrodo en la ampolla rectal suministrando

congelacién programada y controlada por computador,
han hecho posible obtener curvas muy uniformes de
congelacién para un gran nimero células y tejidos
(Bwanga et al., 1990; Robbins et al., 1997; Thurston
et al., 2003), sin embargo, aun los resultados son
altamente variables.

Considerando los factores a tener en cuenta durante el
proceso de congelacion, el presente trabajo evalué la
utilizacion de un congelador programable para la
crioconservacion de semen bovino y la determinacion
de su calidad postdescongelacién por medio de un
sistema de anélisis espermatico asistido por
computador CASA. Lo anterior, con el fin de optimizar
el proceso de crioconservacién en la especie y contribuir
al establecimiento de bancos genéticos de alta calidad.

estimulacion eléctrica gradual mediante la aplicacion
de estimulos regulares a intervalos de 3 seg, hasta lograr
la eyaculacién. Las muestras seminales fueron
recepcionadas en tubos de vidrio estériles aforados e
inmediatamente incubadas en bafo de agua a 36°C.

Evaluacion macroscépica y microscopica del semen

Durante toda la evaluacion seminal las muestras fueron
mantenidas a 36°C en bano de agua por un periodo no
superior a 30 min, hasta el comienzo del proceso de
crioconservacion. Muestras con movilidad masal inferior
a 80% no fueron incluidas en el estudio, obteniéndose
5 eyaculados en total con intervalo de 8 dias cada
uno. En la evaluacion macroscopica, el volumen seminal
fue medido directamente en el tubo de recoleccion y
expresado en mL, mientras que el color fue evaluado
por observacién directa inmediatamente después de
recolectada la muestra. En la evaluacién microscopica,
la movilidad masal y el vigor espermatico fueron
estimados tomando una muestra de semen fresco o
crioconservado (20ul) y colocada sobre una lamina
portaobjetos previamente calentada y observada
directamente al microscopio de luz con objetivo de 10X
(Zeiss, Axiostar, Japén). La movilidad masal fue
expresada en porcentaje y el vigor espermatico estimado
como la calidad de la movilidad en una escala subjetiva
de O a 5. Para la determinaciéon de la morfologia y
viabilidad espermatica fue realizado un frotis por medio
de una alicuota seminal de 20 uL y la adicién de una
gota de Eosina - Nigrosina. Los frotis fueron dejados
para su secado a temperatura ambiente, durante 15
minutos, al cabo de los cuales se realiz6 la evaluacion
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con la ayuda de un microscopio 6ptico y utilizando un
aumento de 100X, se observaron entre 150y 200 células
para identificar el porcentaje total de anormalidades
espermaticas presentes en la muestra; las anormalidades
fueron determinadas con base en espermatozoides
normales de la especie y analizando cabeza, pieza media
y flagelo. La viabilidad, se determiné con base en el
porcentaje de células muertas en cada muestra de semen,
observando en cada caso al menos 200 células por
lamina, con ayuda de un microscopio 6ptico y utilizando
también un aumento de 100X. La proporcién de
espermatozoides coloreados sobre el total de células
observadas constituyd el porcentaje de espermatozoides
muertos en la muestra. Para calcular la concentracion
espermatica se utilizd el método del hemocitémetro,
empleando una dilucién final del semen 1:100 con
solucion salina formolada al 3%. Posteriormente, se
realizé el conteo individual de los espermatozoides en la
camara de Neubauer (Bright Line, Labor Optik, Shanghai,
China), expresando la concentracion en millones de
espermatozoides por mL.

Determinacion de caracteristicas seminales por
medio de un sistema de analisis espermatico
asistido por computador CASA

Para la determinacién de las caracteristicas seminales
por CASA, fue previamente adecuada una platina
térmica (Nikon, Japén) y una cadmara de Makler
(SefiMedical Instruments, Israel) a un microscopio
optico de contraste de fase (Nikon E400, Japdn) con
el fin de mantener constante la temperatura (36°C) de
la muestra seminal durante su evaluacién por el
software (Medealab CASA-versién 5.4, Medea AVG,

Alemania) (Figura 1). Posteriormente fue colocada una
gota de semen (c.a. 0.2 ul) fresco o crioconservado
en la camara de Makler para su evaluacién por medio
de una micropipeta de presicién (Transferpette,
Alemania). Para determinar la movilidad individual, el
semen se diluyé de acuerdo con la concentracion
espermatica (ca. 1:16), utilizando plasma seminal
obtenido a partir de un pool de semen de varios
eyaculados de los experimentos preliminares por medio
de su centrifugacion (2430 X g durante 5 min), el
plasma seminal fue conservado en refrigeracion y para
su uso fue previamente incubado a 37°C. La dilucién
permitié la observacién de aproximadamente 200
espermatozoides por campo. Las caracteristicas
seminales determinadas fueron Movilidad progresiva
lineal rapida (WHOa), Movilidad progresiva lineal lenta
(WHODb), Movilidad local o nado en circulo (WHOCc),
Amoétiles (WHOd), Velocidad curvilinea (VCL), Velocidad
en linea recta (VSL), Velocidad promedio de
desplazamiento (VAP), Movilidad total espermatica
individual, Movilidad local espermatica y Movilidad
circular espermatica. Las movilidades fueron expresadas
en porcentaje y las velocidades en um.seg-*.

Diluyente y dilucién del semen

Se utiliz6 un diluyente a base de Tris y yema de huevo
de gallina, dividido en dos fracciones (A y B), cuya
composicion se muestra en la Tabla 1. Todos los reac-
tivos fueron del tipo reactivo y adquiridos a laboratorios
Merck (Darmstadt, Alemania). Luego de su preparacion,
la fraccién A (sin glicerol) fue colocada en bano Maria
(Memmert - Alemania) a 36°C; por su parte, la fraccion
B (glicerolada) fue mantenida a 20° C.

Nikon n<.

Figura 1. Sistema de analisis espermético asistido por computador CASA (Izquierda). Montaje de la cdmara de
Makler y platina térmica para evaluacién de muestras seminales (Derecha).
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Tabla 1. Composicion de las fracciones A y B del diluyente para la crioconservacion de semen de toros
Sanmartinero, utilizando un equipo de congelacién programable CL-8800.

Componente Fraccion A Fraccion B Concentracioén Final
Tris (hidroximetil- aminometano) 1.21¢g 121 g 2.42%
Acido citrico Monohidratado 0.69¢g 0.69 g 1.8%
Fructosa 0bg 0.bg 1.0%

Yema de huevo 10 mL 10 mL 20%
Glicerol — 7 mi 7%

Agua destilada estéril c.s.p 50 mL 50 mL —

El semen mantenido a 36°C fue diluido en proporcién
1:1 con la fraccion A mantenida a igual temperatura.
Inmediatamente después el semen diluido fue
trasladado a un bafo de agua a 36°C, en donde fue
disminuida lentamente la temperatura (1°C.min‘!) hasta
alcanzar los 20°C. Manteniendo esta Ultima
temperatura fue adicionado en tres partes iguales la
fraccion B del diluyente, con intervalo de 15 min cada
una. EI monitoreo de la temperatura fue realizado por
medio de una termocupla digital PT 100 (WBrand,
USA, Precision 0.01°C y rango de -200 a 800°C).
Procedimiento de empaque, congelaciéon y
descongelacion

El semen diluido fue envasado en pajillas francesas de
0.5 mL (IMV, Instrument de Médecine Vétérinaire,
Francia) previamente identificadas, las cuales fueron
selladas con polivinilo. Inmediatamente después de ser
empacadas, las pajillas fueron dispuestas en la
criocamara del congelador programable CL-8800
(CryolLogic- Australia), previamente llena con nitrégeno

.

liquido y ajustado a 20 °C (temperatura de inicio) para
continuar con el descenso de temperatura e inicio del
proceso de congelacion con una duracién promedio de
18 minutos (Figura 2).

El proceso de congelacién fue monitoreado realizando
lecturas de temperatura cada 15 segundos durante el
descenso de 20 °C a -70 °C (temperatura final de
congelacion en el CL-8800). Al Finalizar el
procedimiento de congelacion las pajillas fueron
ubicadas dentro de un termo de almacenamiento
(Taylor-Wharton, HC 20XT, Theodore, AL, USA) y
sumergidas en nitrégeno liquido a -196 °C hasta su
evaluacion por un periodo minimo de 15 dias. Para el
analisis de la tasa de congelacion fueron establecidos
3 rangos con base en los procesos biofisicos de
congelacién asi: de 20°Ca0°C,de0°Ca-15°Cyde
-15°C a -70 °C, la tasa de congelacion fue expresada
en °C.min-1. Las pajillas fueron descongeladas en bafo
de agua a 36 °C por 60 segundos, posteriormente el
semen descongelado fue colocado en tubos ependorff
de 1.5 mL e incubado a 36 °C durante la evaluacion

Figura 2. Congelador programable CL-8800. Criocamara para la ubicacion de pajillas dentro del criobafo (Iz-
quierda). Controlador de temperatura y criobafo (derecha).
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de la movilidad masal, vigorosidad espermatica y
evaluacion en CASA, como se describi6 anteriormente.
Evaluacion del proceso de crioconservacion

Durante todo el proceso de crioconservacién fueron
identificadas 5 fases criticas en las cuales se evalu6 el
comportamiento de la movilidad masal y el vigor
espermatico. Las fases fueron las siguientes: (0) semen
fresco a 36 °C, (1) semen diluido con fraccion A a 36 °C,
(2) semen diluido con fraccion A a 20 °C, (3) posterior a
la adicion total de fraccién B (Glicerolada) a 20 °C, (4)
movilidad postdescongelacion de cada pajilla.

Anélisis estadistico

Los datos obtenidos fueron organizados y sometidos a
estadistica descriptiva y expresados como media + error

RESULTADOS

La Tabla 2 presenta los valores del cuadro espermatico
de las muestras seminales de toros Sanmartinero,
utilizadas para el proceso de crioconservacién en el
presente estudio.

Proceso de crioconservacion

La curva de crioconservacion determinada en el
congelador programable CL 8800 para semen bovino
empacado en pajillas de 0.5 mL en este estudio,
muestra un descenso lento de la temperatura desde
20 °C hasta -70 °C, con una tasa de congelacién total
de 4.9 °C. mint. Para los rangos de temperatura
establecidos, la crioconservacion de semen bovino
mostré una tasa de congelacion de 7 °C.min! desde
20 °C hasta 0 °C, 5.4 °C.min"! desde O hasta-15°Cy
de 4.3 °C.min! desde -15 °C hasta -70 °C. El proceso
de congelacion bajo las anteriores caracteristicas y hasta
-70°C, tuvo una duracion aproximada de 18 min.

estdndar (SEM). Diferencias estadisticas entre las
variables espermaticas de semen fresco y
crioconservado fueron dilucidadas por medio de una
prueba T-student no pareada. Para detectar diferencias
estadisticas entre las variables movilidad masal y vigor
espermatico durante el proceso de crioconservacion fue
aplicado analisis de varianza de una via (ANOVA)
seguido por prueba de comparacion de Tukey o Prueba
de Kruskal-Wallis y prueba de comparacién Dunn,
seglin los datos resultaran paramétricos o no
paramétricos, respectivamente. Previo a cada analisis,
la homogeneidad de las varianzas fue establecida por
medio de la prueba de Bartlett. En todos los casos
p<0,05 reveld diferencia significativa. Todos los
procedimientos estadisticos fueron realizados
empleando el software GraphPad InStat version 3.06
para Windows.

Movilidad masal y vigor espermatico durante el
proceso de crioconservacion

Tanto la movilidad masal como el vigor espermatico
disminuyeron progresivamente durante el proceso de
crioconservacion (Figura 3). Sin embargo, no fueron
observadas diferencias significativas (p>0.05) entre
la media de semen fresco (88.0+1.2%) y la fase 3
(80.0+1.5%), en la cual se adiciona la totalidad del
diluyente glicerolado. En contraste, la movilidad
postdescongelacion (40.0 = 3.1%) mostré diferencias
significativas con todas las demaés fases (p<0.05). El
vigor a través del proceso de crioconservacion presento
un comportamiento similar al de la movilidad
espermética (Figura 3), no obstante este comenzé a
ser significativamente inferior con respecto al semen
fresco (4.6+0.1) a partir de la fase 3, con una
disminucién marcada para la fase 4 (3.1 = 0.1).

Tabla 2. Caracteristicas seminales de las muestras utilizadas durante el proceso de crioconservacién
de la raza Sanmartinero con congelador programable CL-8800. Valores expresados como
media = SEM. n=b5. sptz = espermatozoides.

Parametros de caracteristicas seminales

Volumen Movilidad Vigor Viabilidad Morfologia Concentracion
mL masal % 0-5 Vivos %  Muertos % Normal % Anormal % sptz.10°¢/mL
3.2+02 87.5+1.4 4.7+0.1 90.5+1.0 9.5+1.0 87.5+1.2 12.5+1.2 434.5+41.6
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Figura 3. Comportamiento de la movilidad masal y vigor espermatico durante las fases del procedimiento de
crioconservacion en la raza Sanmartinero. Fases: (0) semen fresco a 36°C, (1) semen diluido con fraccién A del
diluyente a 36°C, (2) semen diluido con fraccion A del diluyente a 20°C, (3) posterior a la adicion total de
Fraccion B (Glicerolada) a 20°C, (4) movilidad postdescongelacion de cada pajilla. Valores expresados como
media = SEM. Entre fases letras distintas son significativamente diferentes (p<0.05). n= 5 (Fase O a 3), n= 20

(Fase 4).

Movilidad y velocidad espermatica individual
determinadas por CASA

Movilidad progresiva lineal rapida (WHOQa) y Movilidad
progresiva lineal lenta (WHOb)

La WHOa presenté diferencias significativas (p<0.05)
frente a semen criopreservado, siendo mayor la
observada en semen fresco (74.6+5.1%). Contrario a
esto, la WHOb mostré ser menor para semen fresco
(25.4+4.4%), aunque sin diferencias significativas
cuando comparada con la determinada para semen
criopreservado (Figura 4).

Movilidad local o nado en circulo (WHOc) e
inméviles (WHOd)

Parametros opuestos a las movilidades progresivas se
presentaron para esta variables donde, la WHOc para
semen fresco (3.5+0.9%) fue significativamente
inferior (p<0.05) cuando comparada con semen
criopreservado (35.8+2.5%) (Figura 5). Efecto similar
se presenté para la WHOd, con valores inferiores
significativamente para semen fresco (0,5+0,4) con
respecto a semen criopreservado (4,6+1,3)
(Figura b5).

Velocidad Curvilinea (VCL), en Linea recta (VSL) y
Promedio de desplazamiento (VAP).

Cada una de estas velocidades (VCL, VSL y VAP) para
semen criopreservado fueron significativamente
(p<0.05) inferiores cuando comparados con las medias
de semen fresco (64.9 + 2.1, 55.3 = 2.5, 60.03 +
3.2 um.seg-1, respectivamente). El semen
criopreservado mostré un mayor porcentaje de
espermatozoides con VCL (30.4 = 2.0 um.seg-1) y
uno menor para espermatozoides con VSL (15.3 +
1.0 um.seg-1), (Figura 6).

Movilidad Total, Local y Circular

La movilidad total mostré ser significativamente superior
(p<0.05) para semen fresco (95.9+0.8%) cuando
comparada con semen criopreservado (58.4+3.4%),
a diferencia de esto, la movilidad local presenté un
comportamiento inverso, siendo casi nula para semen
fresco (0.2+0.2%) y del 31.5+2.4% para semen
criopreservado, con diferencias significativas entre ellos.
Con respecto a la movilidad circular, tanto el semen
fresco como criopreservado presentaron valores bajos
(3.2 + 1.1 y 4.3 £ 0.9%, respectivamente) con
respecto a las otras movilidades, no observandose
diferencias significativas entre estos (Figura 7).
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Figura 4. Porcentaje de Movilidad Progresiva Lineal
Rapida Individual (WHOa) y Movilidad Progresiva Lineal
Lenta Individual (WHOb) determinada por CASA para
semen Fresco y Criopreservado de la raza
Sanmartinero. Valores expresados como media = SEM.
Entre columnas para cada variables letras distintas son
significativamente diferentes (p<0.05). n= 5y 20 para
semen fresco y criopreservado, respectivamente.

VCL VSL

:Semen Fresco i Semen Criopreservado

Figura 6. Velocidad Curvilinea (VCL), Velocidad en
Linea Recta (VSL) y Velocidad Promedio de
Desplazamiento (VAP) determinada por CASA para
semen Fresco y Criopreservado de la raza Sanmartinero.
Valores expresados como media = SEM. Entre
columnas para cada variable letras distintas son
significativamente diferentes (p<0.05). n= 5y 20 para
semen fresco y criopreservado, respectivamente.

DISCUSION

Los parametros de caracterizacién seminal hallados en
las muestras de los reproductores eyaculados se
encuentran dentro de los valores normales reportados
por otros autores (Bidot, 1990; Berdugo, 1994,
Woelders et al., 1997). Durante el proceso de
crioconservacion fue observado que la movilidad
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Figura 5. Porcentaje de Movilidad Local o Nado en
Circulos Individual (WHOc) y Amoétiles (WHOd)
determinada por CASA para semen Fresco vy
Criopreservado de la raza Sanmartinero. Valores
expresados como media = SEM. Entre columnas para
cada variable letras distintas son significativamente
diferentes (p<0.05). n=5y 20 para semen fresco y
criopreservado, respectivamente.
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Figura 7. Porcentaje de Movilidad Total (eje izquierdo),
Local y Circular (eje derecho) determinada por CASA
para Semen Fresco y Criopreservado de la raza
Sanmartinero. Valores expresados como media = SEM.
Entre columnas para cada variable letras distintas son
significativamente diferentes (p<0.05). n= 5y 20 para
semen fresco y criopreservado, respectivamente.

espermatica no disminuyé significativamente con
respecto al semen fresco hasta la fase en la cual el
semen fue diluido con la fraccion glicerolada. La adicién
del glicerol en células espermaticas puede causar un
shock osmético y de toxicidad (Watson, 2000), sin
embargo, en este estudio la adicion fraccionada de la
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parte B del diluyente (glicerolada) a 20°C al parecer
disminuyo su efecto toxico sobre la célula espermatica.
Con base en las curvas de movilidad y vigor
determinadas en el presente estudio, se puede observar
que el punto critico del proceso de crioconservacion
esta basicamente limitado a la curva de congelacion-
descongelacion, ya que fue este proceso el que incidio
significativamente sobre los valores obtenidos para estas
dos variables.

La tasa de congelacién registrada para el congelador
programable CL-8800 en el presente estudio fue lenta
(4.9 °C.min’), esto coincide con lo reportado por
Robbbins et al. (1997) para semen criopreservado de
bovinos, sin embargo, contrastan con tasas de
congelacién entre 20 y 30 °C.min? y entre 75y 150
°C.min"! reportadas para bufalos (Shukatoet al., 2001)
y toros (Woelders et al., 1997), respectivamente.

Tasas de congelacion entre 30-50 °C.min han sido
reportadas para cerdos (Fiser y Fairfull, 1994; Woelders
y Den, 1993), entre 50-60 °C.min! para carneros
(Duncan, 1992) y en el hombre entre 1-10°C.min‘!
(Henry et al, 1993), siendo esta Ultima muy cercana a
la obtenida en el presente estudio para semen bovino.
Thurston et al. (2003) reportan para semen de cerdo
criopreservado en un congelador programable CL-3000
una tasa méxima de 6 °C.min’!, mientras que para el
sistema «Watson freezers» el mismo autor describe
una tasa de 40 °C.min!, mostrando una viabilidad
espermatica reducida con el congelador CL-3000
cuando comparada con el segundo sistema.

Holt (2000) afirma que la tasa de congelacion debe
ser lo suficientemente lenta para permitir la salida por
osmosis de agua del interior de la célula, previniendo
asi la formacion de hielo intracelular, pero también lo
suficientemente rapida para minimizar el efecto dafnino
de la exposicién prolongada a concentraciones altas
de solutos (efecto solucion). Por otro lado, las
velocidades de congelacién deben corresponder
biofisicamente a las velocidades de descongelacién
(Mizukami et al., 1999) con el fin de evitar procesos
de recristalizacion que afectan la integridad de la
membrana plasmética (Holt, 2000). En el presente
estudio no fue determinada la tasa de descongelacion
para semen bovino empacado en pajillas de 0.5 mL,
sin embargo, Velasco-Santamaria et al. (2006) reportan
para semen de yamu descongelado a 35°C por 90 seg
en el mismo sistema de empaque, una tasa de
descongelacion de 552.4 °C.min‘, la cual podria estar
cercana a la tasa empleada por el sistema
descongelacioén utilizado en el presente estudio,

mostrando un gran desequilibrio entre la tasa de
congelacion-descongelacion y pudiendo haber afectado
esto directamente la movilidad postdescongelacion
obtenida. Yu et al. (2002), reportan para semen
crioconservado de canino en pajillas de 0.25 mL y
descongelado a 37°C por 30 seg una tasa de
descongelacién de 830 °C.min, la cual también
sustenta el posible desequilibrio en el proceso fisico de
descongelacion utilizado.

El protocolo de congelacién empleado en este estudio
mostré en general valores de movilidad y velocidad
espermatica significativamente inferiores con respecto
al semen fresco. No obstante, aunque los valores de
movilidad postdescongelacién pueden diferir
ampliamente con respecto al de semen criopreservado
por varias razones entre la que se encuentra la alteracion
de la funcién y organizacién mitocondrial (Ogier de
Baulny et al., 1997), la evaluacién real de su capacidad
de fertilizacion debe ser considerada. En
espermatozoides de toro se observé una pérdida de
glicerol después de la descongelacion, lo cual estuvo
relacionado con induccién de la capacitacion
espermatica y cambios en la calidad de la movilidad,
afectando directamente la fertilidad (Mahadevan et al,
2005). Sin embargo, aln cuando en la evaluacion de
la movilidad algunos espermatozoides pueden no
presentar movilidad vigorosa y progresiva, estos pueden
mantener su capacidad fecundante y ser finalmente
estimulados por factores capacitantes, presentes en el
fluido folicular durante el proceso de fertilizacion (Flesch
y Gadella, 2000).

El porcentaje de movilidad local presentado por el
semen criopreservado (31.5 + 2.4%) en este estudio,
ésta representado basicamente por aquellos
espermatozoides que mostraron un movimiento
vibratorio o en circulo al momento de su evaluacion en
el CASA, ésta movilidad podria estar afectada
directamente por falta de adquisicion completa de la
movilidad después del proceso de crioconservacion.
Algunos estudios en humanos (White et al., 1990;
Kraemer et al., 1998) han descrito como la temperatura
de incubacion puede influir en la movilidad espermatica
y en la capacitacién y reacciéon acrosomal. Marin-
Briggiler et al. (2002), observaron que espermatozoides
humanos incubados a 37°C por 4 h, desarrollaron un
mayor porcentaje de movimientos progresivos rapidos
lo cual esta asociado con hiperactivacion y capacitacion
espermatica. En el presente estudio, la evaluacion de
la movilidad espermatica individual fue realizada
inmediatamente después del proceso de descongelacién
sin evaluar su movilidad durante la incubacién a 36°
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C, estudios adicionales son requeridos para determinar
si la incubacion de espermatozoides criopreservados
de bovinos puede aumentar su movilidad progresiva.

Finalmente, de acuerdo con los resultados obtenidos
podemos sugerir que la concentracion utilizada de
glicerol y su adicién fraccionada a la muestra a congelar,
es una buena alternativa para obtener niveles
adecuados de movilidad y vigor durante la dilucion
seminal previo a la congelacién. En virtud que la fase
en la cual hubo un mayor descenso de la movilidad
espermatica fue durante la congelacion, es necesario
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