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Resumen
Ecuador es un pais productor de ganado siendo el sector bovino uno de los rubros mas
importantes, por lo que se utilizan diversas tecnologias para mejorar su material genético y
reproductivo. La criopreservacién de semen bovino permite mantener el material genético de un
reproductor de interés por tiempo indefinido, por tanto, su aplicacion es fundamental para
preservar las tasas de produccion de carne y leche. Esta investigacion tiene como objetivo
evaluar el semen fresco y descongelado de dos bovinos con motilidad progresiva mayor o igual
al 60% utilizando el sistema CASA y determinar su relacion con el indice de linealidad
espermatica. Los resultados muestran que el Toro 2 en comparacion con el Toro 1 cumple con
el esquema mencionado, indicando diferencias entre los reproductores. El efecto que genera la
aplicacion de la curva de congelacion tiene un impacto significativo en la motilidad progresiva,
por lo general, el 40-50% de la poblacion espermatica no sobrevive al proceso. Por otro lado, las
tasas de enfriamiento de 0,5°C/min y 1°C/min presentan resultados estadisticamente iguales. La
adiciéon de 4 yM de acido ascérbico no supuso ninguna diferencia en el control, por lo que la
cantidad utilizada puede no haber sido la necesaria. Finalmente, se encontré correlacion positiva
entre la motilidad total y progresiva, entre los parametros cinematicos (VCL, VSL y VAP) y entre

los indices de velocidades (LIN, STR y WOB).

Palabras claves: Criopreservacion, Motilidad progresiva, Equipo CASA
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Abstract
Ecuador is a producing cattle country, and the bovine sector is one of the most important entries,
therefore, therefore several technologies are used to improve its genetic and reproductive
material. Semen cryopreservation makes it possible to maintain viable the genetic material of an
interest breeder for an indefinite period hence its application is crucial to preserving meat and milk
production rates. This research aims to evaluate the fresh and post-frozen semen of two bovines
greater than or equal to 60% progressive motility using the CASA system and determine its
relationship with the linearity index of sperm. Results show that Bull 2 compared to Bull 1 complies
with the mentioned scheme, indicating difference between breeders. The effect generated by
applying the freezing curve has a significant impact on progressive motility, in general, 40-50% of
the sperm population do not survive the process. On the other hand, the freezing curves of
0.5°C/min and 1°C/min ended up with the same results. Adding 4 uM of acid ascorbic made no
difference in the control thus the amount used may not have been necessary. Finally, correlation
was found between total and progressive motility, between kinematic parameters (VCL, VSL,

VAP) and velocity index (LIN, STR, WOB).

Keywords: Cryopreservation, Progressive motility, CASA System.



15

Capitulo I: Introduccion
Ecuador es considerado como un pais de produccién agropecuaria, siendo la ganaderia
una actividad econdmica importante tanto en la produccién de carnes y derivados, como para la
poblacion rural. Al ser un pais productor de ganado, el sector bovino constituye uno de los
rubros mas importantes para el pais estimando una produccién del 48% correspondiente a la
cadena de productos lacteos y un 45% a la cadena de carnicos (Ministerio de Agricultura,

Ganaderia, Acuacultua y Pesca, 2016).

El sector ganadero debido a su importancia utiliza diferentes tecnologias para el
mejoramiento geneético y reproductivo del ganado bovino entre los que destaca la inseminacion
artificial (IA), que consiste en la introduccién de semen de toros genéticamente seleccionados

por sus caracteristicas productivas (Marizancén & Artunduaga, 2017).

Un eyaculado fecundante presenta las siguientes cualidades segun (Hidalgo y otros,
2005) son: integridad estructural y funcionalidad de la membrana, integridad de las enzimas
asociadas con la fecundacion capacidad de penetracion y transferencia 6ptima del material
genético, capacidad para desarrollar una movilidad hiperactivada, movilidad progresiva,
morfologia normal y metabolismo energético activo. No obstante, para el analisis de semen
fresco se evallan tanto las caracteristicas macroscopicas: olor, color y volumen, como las
microscopicas: motilidad, morfologia, viabilidad y concentracion espermatica (Paez & Corredor,

2014).

La técnica de congelamiento de semen o criopreservacion permite mantener viable el
material genético de una especie de interés por tiempo indefinido aplicando bajas temperaturas
con ayuda de sustancias que otorgan termoresistencia a las células (Molano & Lombana,
2021). Las células espermaticas se almacenan a -196°C en nitrégeno liquido, bajo estas

condiciones de temperatura no se llevan a cabo reacciones quimicas, en consecuencia, las
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dificultades para el proceso de congelacion se derivan de los procesos de enfriamiento y

descongelamiento mas que la permanencia a bajas temperaturas (Fernandez y otros, 2009).

El almacenamiento a largo plazo del semen facilita su transporte a largas distancias,
permite la cuarentena del semen y el uso prolongado de su germoplasma superior incluso
luego de la muerte del toro (Bailey y otros, 2000). Dentro de la industria de animales la
crioconservacion del semen es fundamental para mantener las tasas de produccion de carne y
leche. Sin embargo, la principal desventaja de esta técnica es la muerte de al menos la mitad
de la poblacion de células espermaticas durante el proceso de congelacién y descongelacion,
en los que diversos factores como la temperatura de almacenamiento, velocidad de
enfriamiento, composicién quimica del diluyente, concentracion del crioprotector, especies
reactivas de oxigeno (ROS), composicion del plasma seminal y control higiénico afectan la vida
util de los espermatozoides, asimismo los parametros de calidad del semen como la viabilidad,

motilidad e integridad de la membrana son afectados (Hussain y otros, 2018).

Un aspecto importante de evaluacion espermatica antes y después del proceso de
congelamiento es la valoracién de la motilidad progresiva, este factor es esencial ya que
determina la capacidad fecundante del espermatozoide al ovocito y ademas es un factor
decisivo para examinar la viabilidad del espermatozoide y la integridad de la membrana
plasmatica. Por ende, un eyaculado que describe un bajo porcentaje de movilidad o una

ausencia de este sera descartado para su conservacion o uso (Muifio, 2008).

Planteamiento del problema

Durante el proceso de crioconservacion una gran cantidad de espermatozoides sufren
danos fisioldgicos y estructurales por cambios en el equilibrio osmético, estrés oxidativo y
formacion de cristales de hielo intracelular (Ugur y otros, 2019). Todos estos factores del
proceso de criopreservacion se encuentran limitados a la curva de congelacién/descongelaciéon

que se emplea (Medina y otros, 2007). Por ejemplo, los resultados de Medina y otros, (2007)
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mostraron porcentajes de motilidad del semen post descongelado significativamente menores

con respecto al semen fresco.

La motilidad progresiva total de los espermatozoides luego del proceso de
descongelacion realizada por (Chaveiro y otros, 2015) presenté una disminucion alrededor del
20%, demostrando que el proceso de congelacién/descongelacion repercute en la calidad del
esperma. No obstante, la motilidad espermatica obtenida por dichos autores tuvo un porcentaje

aceptable del 56.9 + 4.8%.

Otras variables también fueron estudiadas para mejorar el protocolo de congelacion de
semen de toro por (Chaveiro y otros, 2006) sobre la viabilidad después de la
congelacion/descongelacion de distintos componentes del medio y el efecto de las velocidades
de enfriamientos en las distintas etapas del proceso. Otro estudio llevado a cabo por Arango et
al., (2018) mejoro la curva de enfriamiento para la obtencion de un semen criopreservado de
mejor calidad basandose en los tiempos estipulados para evitar el estrés de los
espermatozoides con respecto a la velocidad de enfriamiento, ademas de que el uso de

nitrégeno fue mas eficiente al automatizarse el sistema.

Estos antecedentes senalan la problematica de no poseer un protocolo de
congelamiento/descongelamiento aplicable en cualquier situacion y de la necesidad de mejorar
los protocolos existentes para obtener un semen bovino de calidad luego del proceso de

descongelamiento.

Justificaciéon

Debido a la importancia de la crioconservaciéon de esperma para la produccion, difusion
y almacenamiento de las caracteristicas de animales genéticamente superiores en todo el
mundo, los procesos para el mejoramiento del método de criopreservacion son de interés para

muchos productores ganaderos. Por lo que el descubrimiento y desarrollo de los diluyentes
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para semen tiene como finalidad proteger a los espermatozoides de los diversos factores
nocivos que atraviesan durante la congelacion y estabilizar sus propiedades incluyendo la
morfologia, motilidad, viabilidad, integridad de la membrana, y otros, siendo la motilidad

espermatica el parametro mas critico para evaluar la fertilidad (Bustani & Baiee, 2021).

Un estudio reciente llevado a cabo por (Singh y otros, 2022) mostré que aplicando dosis
de oxido de grafeno de 0.05 y 0.1 mg/ml la motilidad total y progresiva de los espermatozoides
de bovinos y bufalos posterior al descongelamiento aumentaron significativamente en
comparacion con el control. Asimismo, la tasa de congelacion de 50°C/min durante la zona de
congelamiento de -15 a 60°C fue mucho mas efectiva. Por otro lado, en los resultados de
(Mosquera & Anchatufia, 2017) sobre el rendimiento de la motilidad espermatica con diferentes
tiempos de equilibrio a 5°C previo al proceso de congelamiento, mostré que un tiempo de 2

horas mostraba mejores resultados con un promedio de 60.75% de motilidad progresiva.

De ahi la tendencia a la busqueda de nuevos crioprotectores como el 6xido de grafeno
(Singh y otros, 2022), la adicién de antioxidantes para evitar el dafio por las especies reactivas
de oxigeno, la adicidon de azucares para evitar el estrés osmatico, entre otros. Sin embargo,
cabe destacar que la influencia mas grande durante el proceso de crioconservacion viene dada
por la curva de congelamiento, por ende, la finalidad de este trabajo también es valorar y
encontrar la curva de congelamiento que ofrezca los resultados de una motilidad progresiva

mayor o igual al 60% luego del descongelamiento.

Objetivos
Objetivo General
Evaluar la motilidad del semen bovino Gyrholando fresco y criopreservado para determinar el

porcentaje de motilidad progresiva mayor o igual al 60% con equipo CASA.
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Objetivos especificos
e Evaluar la motilidad del semen fresco de bovino Gyrholando para determinar el
porcentaje de motilidad progresiva mayor o igual al 60% con equipo CASA.
¢ Analizar la motilidad del semen bovino Gyrholando descongelado mediante el uso del
equipo CASA.
o Determinar la relacién de la motilidad progresiva con los parametros cinematicos de los
espermatozoides en semen fresco/criopreservado bovino Gyrholando utilizando el

equipo CASA.

Capitulo Il: Marco teérico

Aparato Reproductor del Macho

El aparato reproductor esta formado por varios 6rganos como: sistema de conductos
masculinos, glandulas accesorias, cordones espermaticos prepucio, pene, testiculos y escroto.
Los testiculos internamente estan compuestos por vasos eferentes, conductos deferentes

(Bearden & Fuquay, 1982)

Los testiculos son los 6rganos productores de espermatozoides al interior de los tubulos
seminiferos, a la vez estas génadas generan también hormonas sexuales (andrégenos) que se
originan en las células de Leydig (Bearden & Fuquay, 1982; Brinsko, 2003). Los testiculos se
encuentran ubicados en el interior del escroto que esta fuera de la cavidad abdominal, los
cuales tienen una forma ovalada y constan de una masa de tubulos seminiferos encapsulado
por una membrana fibrosa delgada denominada tunica albuginea (Bearden & Fuquay, 1982;
Garcia, 2018) (véase figura 1). El descenso testicular se relaciona con el requerimiento de la
temperatura para una adecuada espermatogénesis en el caso de los toros, la temperatura es
4° menor a la temperatura abdominal; una caracteristica importante de este 6rgano es que su
tamario en el toro de monta puede llegar a medir hasta 13 cm de longitud, 8 cm de ancho y 280

g de peso cada uno (Gloobe, 1989).
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Figura 1

Anatomia del testiculo y epididimo
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Nota. Anatomia del testiculo, la cabeza del epididimo se conecta con el cordén espermatico,
luego de la cola del epididimo se une el conducto deferente. Tomado de Fisiologia Veterinaria

por Garcia, 2018, Editorial Tébar Flores.

Los tubulos seminiferos son delgados y enrollados dentro de una red ubicada en el eje
del testiculo conocida como la red testicular o rete testis. Las células de Sertoli cumplen
funciones nutritivas y de sostén manteniendo sus actividades principales en la liberacién de los
espermatozoides, asi como eliminando los desechos y restos citoplasmaticos durante la

maduracién del espermatozoide (Garcia, 2018).

El epididimo es un conducto sinuoso, largo y enrollado dividido en tres segmentos:
cabeza, cuerpo y cola, este conducto aporta el medio adecuado para concentrar, madurar y
capacitar a los espermatozoides (Brinsko, 2003). El tiempo de transito de los espermatozoides
a través de la cabeza y el cuerpo del epididimo es similar en todas las especies domésticas

que va de 2 a 5 dias, mientras que su almacenaje puede ser de 10 a 15 dias (Garcia, 2018).
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El epididimo continia como conducto deferente mientras que a partir de la cabeza del
epididimo forma parte del cordén espermatico (Brinsko, 2003), una estructura desarrollada
dentro la cavidad abdominal hasta los testiculos, que se compone de una vaina de tejido
conectivo que recubre al conducto deferente, nervios, vasos sanguineos y vasos linfaticos que

nutren al testiculo (Garcia, 2018).

Espermatogénesis

Los precursores de las células reproductoras son los gonocitos primordiales que dan
lugar a las espermatogonias en la gdbnada masculina, el proceso de espermatogénesis es largo
y encaminado a la division de las células madre diploides de la base de los tubulos seminiferos
por mitosis para mantener su numero y que a su vez generen progenies que se dividan de
forma meiédtica hasta diferenciarse en espermatidas haploides que maduren en
espermatozoides. La espermatogénesis consta de dos etapas denominadas
espermatocitogénesis, la cual ejerce una funcién proliferativa de divisiones mitéticas, y
espermiogénesis, donde las espermatidas se transforman por completo en espermatozoides

(Garcia, 2018).

En la primera etapa las espermatogonias latentes se dividen mitéticamente, pero no
entran en el ciclo y mantienen la poblacion de células indiferenciadas, tal funcion es la
responsable de la capacidad del macho de producir de forma continua espermatozoides
durante toda la vida adulta (Brinsko, 2003). Por otro lado, las espermatogonias activas se
transforman en espermatogonias tipo B que pasan al compartimiento luminar, se dividen por

mitosis y se transforman en espermatocitos primarios.

Consecutivamente, los espermatocitos primarios se convierten en células haploides al
atravesar un proceso de division celular meiética al transformarse primero en espermatocitos
secundarios y después en espermatidas, de este modo se llegan a obtener cuatro

espermatozoides (Marina, 2003).
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La espermiogénesis se divide en cuatro procesos (figura 2) las cuales son la
preparacion del acrosoma, la condensacion del nucleo, la formacién del flagelo y la maduracion

(Garcia, 2018).

Figura 2

Morfologia del espermatozoide
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Nota. Morfologia final del espermatozoide: cabeza, cuello (pieza media) y cola. En la pieza
media de se ubican las mitocondrias. Tomado de El espermatozoide, desde la eyaculacion

hasta la fertilizacion, por Olivera et. al, 2006, Revista Colombiana de Ciencias Pecuarias, 19(4).

Durante la estructuracién del acrosoma, el aparato de Golgi desprende vesiculas que
forman poco a poca la vesicula acrosomal para luego ubicarse en el apice del nucleo. El
centriolo proximal que rodea el aparato de Golgi se situa en la base del nucleo mientras que el
axonema crece a partir del centriolo distal componiéndose por dos microtubulos centrales y

nueve pares de microtubulos periféricos (Olivera y otros, 2006).

En la fase de condensacion del nucleo, la vesicula acrosomal se aplana formando una
capucha sobre el nucleo, este se compacta mas al intercambiar las histonas por protaminas de

forma que no existe ni replicacion ni transcripcion. Debido a que cesan los procesos de



23

transcripcién del nucleo del espermatozoide, este se vuelve dependiente de las modificaciones

postranscripcionales para acoplarse a sus necesidades (Olivera y otros, 2006).

Durante la siguiente fase, el acrosoma se ubica hacia la membrana basal, el citoplasma
se traslada hacia la base de la cabeza y se coloca por debajo de la unidon nucleo axonema; las
mitocondrias se agrupan para estructurar la pieza intermedia y adquirir la morfologia definitiva
del espermatozoide (Olivera y otros, 2006). Finalmente, durante la maduracién espermatica la
cabeza adquiere la forma peculiar de cada especie (oval y plana), la cola se dispone de las
piezas intermedia, principal y final; mientras que el citoplasma se elimina por desplazamiento

hacia la pieza terminal de la cola (véase figura 2) (Olivera y otros, 2006).

El semen

El semen se compone de una suspension celular semiliquida que contiene
espermatozoides y plasma seminal. Los espermatozoides se generan dentro de los tubulos
seminiferos de los testiculos, cuando maduran son células alargadas que comprenden una
cabeza aplanada portadora del nucleo y una cola que le permite la motilidad celular. La
membrana plasmatica recubre todo el espermatozoide, el acrosoma se ubica en el interior de la
cabeza que consiste en una estructura de doble pared alojada en la porcion anterior del nicleo.
La cabeza se une con la cola mediante un cuello, y a su vez la cola se subdivide en segmentos
medio, principal y terminal o caudal (Hafez & Garner, 1996). Algunas caracteristicas y

componentes quimicos del semen de toro se describen en la tabla 1.

De acuerdo con el contenido del semen en bovino presentados en la tabla 1 es
importante realizar la evaluacion del semen fresco puesto que dicho analisis permite determinar
la capacidad fecundante del semental y de esta forma optimizar los resultados de las
tecnologias de reproduccion asistida que se aplican en programas de cria, inseminacién

artificial y fecundacion in vitro (Guataquira Velasquez, 2019).



Tabla 1

Componentes quimicos del semen bovino
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Componentes Valores
Volumen del eyaculado (mL) 5-8
Concentracién de espermatozoides (millones/mL) 800 — 2000
Espermatozoides eyacular (miles de millon) 5-15
Espermatozoides moviles (%) 40-75
Espermatozoides morfolégicamente normales (%) 65 -95
Proteina (g/ 100 ml) 6.8

pH 6.4-7.8
Fructuosa 460 - 600
Sorbitol 10 — 140
Acido citrico 620 — 806
Inositol 25-46
Glicerilfosforilcolina 100 — 500
Sodio 225+13
Potasio 155+ 6
Calcio 402
Magnesio 8+0.3
Cloruro 174 — 320

Nota. Adaptado de Hafez & Garner, (1996)

Evaluacion del semen fresco

Una vez realizada la colecta del semen fresco, en laboratorio se debe evaluar las

caracteristicas macroscépicas y microscopicas del eyaculado. Dentro de las caracteristicas
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macroscopicas se evallan el olor, caracteristico de cada especie que no es desagradable;
color, que depende del contenido de riboflavina que puede ir desde blanco lechoso hasta un
lechoso oscuro; otra caracteristica a evaluar es el volumen que depende de la raza, la edad,
nutricion y el estado sanitario del ejemplar; el volumen, puede ser medido de forma directa en
el tubo de recoleccion y varia entre 2 ml para especimenes jovenes hasta 4 — 12 ml en

especimenes adultos (Paez & Corredor, 2014).

En cuanto a las caracteristicas microscopicas los parametros tradicionalmente usados

para conocer la calidad del eyaculado son: concentraciéon, motilidad, viabilidad y morfologia.

Concentracion

El nUmero de espermatozoides inseminados y la fertilidad guardan una estrecha
correlacion con la concentracion, puesto que, cuanto mayor sea el numero de espermatozoides
con caracteristicas normales mayor sera la posibilidad de fertilizacion. Esta particularidad es
importante cuando se utiliza semen descongelado puesto que el proceso que sufre a los
cambios bruscos de temperatura provoca un dano irreversible en una proporcién alta de

espermatozoides (Hidalgo y otros, 2005).

Cabe destacar que existe una variabilidad significativa en las concentraciones de
diferentes eyaculados tanto de un mismo toro como de toros diferentes, por ende, es esencial
conocer la concentracion espermatica por eyaculado para calcular las dosis de pajuelas que

seran congeladas.

Motilidad

La motilidad representa una variable importante durante el examen de semen, de modo
que existen diferentes métodos para evaluar el porcentaje de espermatozoides motiles, desde
sistemas computarizados hasta los métodos subjetivos, valorandose también el tipo de

movimiento presentado en la media de una poblacion observada (Hidalgo y otros, 2005).
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Con la llegada de los sistemas informaticos de digitalizacion de imagenes, denominados
genéricamente CASA (Computer Assisted Motility Analysis), el analisis computarizado de la
motilidad espermatica es actualmente usado en diversos centros de investigacion en

andrologia y reproduccion asistida (Hidalgo y otros, 2005).

Los dispositivos de evaluaciéon computarizadas consisten en un microscopio de
contraste de fase negativo, que permite apreciar espermatozoides blancos en un fondo negro,
ademas permite la visualizacion de las colas lo que facilita la identificacion de los verdaderos
espermatozoides. El sistema CASA usa una camara de alta resolucion con un escaner de
imagenes y un ordenador con un programa informatico especializado (Valverde, 2021). Estos
dispositivos se basan en la técnica de analisis de imagen donde se captura el movimiento
espermatico, se reconstruye la trayectoria del espermatozoide y su posicién en animaciones
sucesivas, luego el programa calcula varios parametros de movilidad y concentracién de forma
simultanea. Una caracteristica que manejan la mayoria de los dispositivos es la proyeccién de
secuencias de video del ultimo campo evaluado lo que proporciona un control adicional para la
validez de la identificacion de los espermatozoides y la reconstruccién correcta de su

trayectoria (Valverde, 2021).

La motilidad progresiva segun (Avalos y otros, 2018) se puede clasificar en Muy Bueno

(80 — 100%), Bueno (60 — 79%), Regular (40 — 56%) y Pobre (menos del 40%).

Viabilidad y morfologia

Una rotura en la membrana plasmatica se asocia con la pérdida de viabilidad celular, sin
embargo, una membrana intacta no siempre es indicativo de la viabilidad de la célula, durante
el procesado del semen, incluyendo la crioconservacion, el espermatozoide sufre de “estrés”
que afecta principalmente a la membrana, dafos que pueden atribuirse a modificaciones en su
organizacion, permeabilidad y composicion lipidica (Hidalgo y otros, 2005). La evaluacién

morfoldgica de la integridad de la membrana se realiza utilizando tincién con eosina/nigrosina o
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con tinta china para identificar las principales anormalidades presentadas en la cabeza, en el

tracto intermedio y en la cola (Paez & Corredor, 2014).

Crioconservacion del semen bovino
La crioconservacion tiene como finalidad mantener la viabilidad y funcionalidad de las
células a bajas temperaturas, este proceso involucra una serie de eventos de reduccion de

temperatura, deshidratacién celular, congelacion y descongelacién (Ugur y otros, 2019).

El congelamiento de semen a -196°C es el método mas comunmente utilizado para la
conservacion de la capacidad fecundante del espermatozoide. La congelacion lenta en tasas
de 1-2°C/min en diferentes etapas hasta llegar a -196°C es el método mas usado, sin embargo,
los inconvenientes que presenta este método se deben principalmente a la nucleacién
heterogénea del hielo que da lugar al crecimiento descontrolado de cristales y a la disipacion
inadecuada del calor latente (Upadhyay y otros, 2021). Una temperatura de enfriamiento entre
4°C y 5°C es globalmente aceptada para mantener la calidad del semen y reducir el
metabolismo celular en distintas especies incluidas el toro. Sin embargo, el mayor desafio que
presentan los espermatozoides durante la criopreservacion es cruzar la zona de temperatura
intermedia entre -15°C y -60°C, ya que deben pasar dos veces por estas temperaturas, primero
durante la congelacion y luego durante la descongelacion provocando efectos nocivos en la
integridad de la membrana, el acrosoma, el nucleo, la funcién mitocondrial y la motilidad

espermatica (Bustani & Baiee, 2021).

A su vez, la “hipétesis de dos factores” propone que el dano celular causado durante la
crioconservacion ocurre mediante dos mecanismos distintos: la produccion de hielo y la
deshidratacion celular (o estrés osmotico) los cuales estan relacionadas con la velocidad de
congelamiento (véase figura 3). Durante la formacién de hielo extracelular el balance isoténico
se modifica debido al incremento de la concentracion de solutos disuelto en el medio

extracelular mientras que dentro de la célula no ocurren cambios (Grétter y otros, 2019).
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Figura 3

Curva de supervivencia celular acorde con la velocidad de congelamiento
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Nota. La linea verde representa la tasa de supervivencia de la célula de acuerdo con la tasa de
congelamiento. La linea roja indica el dafio causado por la formacion de cristales mientras que
la linea azul representa el dafio ocasionado por el efecto osmético. Tomado de “Recent

advances in bovine sperm cryopreservation techniques with a focus on spern post-thaw quality

optimization” (p. 656), por Groétter et al., 2019, Reproduction in Domestic Animals,54(4).

La diferencia de la concentracion de solutos entre los espacios intra y extracelular
genera una mayor presion en el espacio con menor concentracion de solutos, lo que implica un
flujo de agua desde la regiébn menos concentrada hacia la de mayor concentracion. En
consecuencia, la formacion de hielo extracelular provoca la deshidratacion celular. A medida
que comienza la nucleacion del agua extracelular lo que sucede dentro del interior de la célula
depende mucho de la velocidad de enfriamiento; si la velocidad de congelacion es muy rapida

la célula no puede deshidratarse lo suficientemente rapido y cuando se alcance la temperatura



29

de nucleacion del agua, el liquido dentro de la célula se congela formando hielo intracelular; por
el contrario, cuando la velocidad de enfriamiento es demasiado lenta provoca la deformacion
mecanica de la célula debido a la reduccion del tamafo por accién de la deshidratacion intensa
y prolongada (Groétter y otros, 2019). La figura 4 representa un esquema de los cambios fisicos

que ocurren durante las distintas tasas de congelamiento.

Figura 4

Esquema de los procesos fisicos ocurridos durante el proceso de congelamiento
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Nota. Un congelamiento a tasas lentas evita la formacion de hielo intracelular, sin embargo,
provoca la deshidratacion excesiva de la célula causando deformacién en su estructura. Por el
contrario, si la tasa de congelamiento es demasiado rapida puede formarse hielo intracelular
que ocasionaria danos en el interior de la célula y destruccion celular. Tomado de “Recent
advances in bovine sperm cryopreservation techniques with a focus on spern post-thaw quality

optimization” (p. 656), por Groétter et al., 2019, Reproduction in Domestic Animals,54(4).
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Darios de membrana

La membrana plasmatica es el principal sitio que sufre dafios durante el congelamiento
(Bailey y otros, 2000), esto se debe a que sucede un cambio en la composicion lipidica y la
organizacién de la membrana que puede derivar en la capacitacion prematura del
espermatozoide (Watson, 1995). Cuando la temperatura disminuye, el movimiento de los
fosfolipidos se restringe debido a sus cadenas laterales que al llegar a la temperatura de
transicion los fosfolipidos pasan de una fase fluida a una fase de gel produciendo defectos en
el empaquetamiento de la membrana y asociandose a una mayor permeabilidad de los solutos

a través de esta (Fernandez y otros, 2009).

Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Cualquier cambio en la fluidez de la membrana ocasionado durante la crioconservacion
puede liberar ROS los cuales poseen un papel importante en la fertilidad/infertilidad. Los ROS
como el peréxido de hidrogeno (H20-), éxido nitrico y anién superdxido poseen efectos
positivos en la sefalizacién intracelular, capacitacion de los espermatozoides y las reacciones
del acrosoma (Ugur y otros, 2019). Sin embargo, cuando la produccién de ROS es excesiva y
los antioxidantes propios del plasma seminal no logran contrarrestarlo se genera un estrés
oxidativo, por ejemplo, el H2O, detiene la motilidad y bloquea el metabolismo oxidativo de los
espermatozoides (Bailey y otros, 2000). Muchos de los dafios causados por los ROS se
asocian a la inactivacion de proteinas por la ionizacion de estas, la peroxidacion lipidica y el

dafo del ADN (Ugur y otros, 2019).

Proceso de dilucién seminal

La dilucién del semen favorece el correcto metabolismo del espermatozoide con la
finalidad de conservar las condiciones fisioldgicas optimas durante el mayor tiempo posible, los
compuestos basicos para su funcionamiento incluyen una sustancia iénica o no idnica para

mantener la osmolaridad, lipoproteinas de alto peso molecular, crio protectores, antioxidantes y
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antibidticos (Molano & Lombana, 2021). A su vez, deben controlar el pH del medio entre 6.8 -

7.2, aportar energia y evitar la contaminacion (Bustani & Baiee, 2021).

Los crio protectores protegen a la célula espermatica de la formacién de cristales de
hielo, asi como del estrés osmético y quimico, pueden ser permeables, es decir penetran la
membrana plasmatica, y no permeables. El glicerol es el agente protector permeable mas
utilizado en la crioconservacion de semen bovino mientras que la yema de huevo es el agente
protector no permeable. Entre los diluyentes comerciales que se utilizan a menudo en la
investigacion se encuentran: Biladyl, Triladyl (ambos de Minitub), Biociphos, Bioxcell, Laciphos
(pertenecientes a IMV), Tris-Gibco BRL (Holland Genetics) y CAPROGEN (Livestock

Improvement) (Kowalczyk y otros, 2020).

Vitaminas

Las vitaminas se afiaden a los diluyentes para mejorar los parametros funcionales del
semen durante el almacenamiento en nitrégeno liquido ya que son antioxidantes no
enzimaticos. La vitamina C es el antioxidante mas importante en el plasma, (Hu y otros, 2010)
determinaron que la adicion de 4.5 mg/ml de acido ascorbico al diluyente suprimié el efecto
nocivo de las ROS en el esperma de toro incrementando significativamente el porcentaje de
motilidad de los espermatozoides. A su vez, diferentes concentraciones podian producir efectos
negativos como positivos, observandose que concentraciones altas (mayores a 8.5 mg/ml)
resultaba en la disminucién de los porcentajes de motilidad. Estudios en semen humano como
el de (Mangoli y otros, 2018) mostré que la adicién de 600 uM de vitamina C en muestras
previamente licuada ayudo a contrarrestar los efectos negativos de la vitrificaciéon en la

motilidad progresiva (56.05 + 7.62%) con respecto al control (50.55 + 9.07%).

Evaluacién de la motilidad en semen congelado
Desde el punto bioldgico la motilidad de un espermatozoide es imprescindible para la

fertilidad, sin embargo, el tipo y la calidad de la motilidad pueden ser afectados por las
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condiciones en las que se realiza la prueba (Love, 2016). Los parametros cinéticos mas criticos
que se evaluan en la motilidad incluyen la velocidad en linea curva, la velocidad en linea recta 'y

la velocidad de trayectoria promedio (Bustani & Baiee, 2021).

La motilidad progresiva del semen descongelado se realiza de forma inmediata y a las 2
horas luego de la incubacioén en bafio 37°C. Segun (Catena & Cabodevila, 1999) en general, un
semen descongelado de buena calidad tiene entre un 40-50% de motilidad progresiva y
después de 2 horas estos valores disminuyen entre un 10-15%. Sin embargo, las normas
minimas aceptables definidas por el Departamento de Medicina del Rodeo y Teriogenologia de
la Universidad de Saskatchewan (correspondiente a las normas 1ISO 9002) son 25% de
motilidad progresiva inmediatamente después del descongelado y 15% de motilidad progresiva

a las 2 horas de incubacion (Catena & Cabodevila, 1999).
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Capitulo lll: Ubicacion, materiales y métodos

Ubicacion del Area de Investigacion

Ubicacién Politica

La presente investigacion se realizé en la parroquia Luz de América, hacienda “Zoila Luz” via
Quevedo Km 24 en la Universidad de las Fuerzas Armadas “ESPE” sede Santo Domingo

ubicado en la provincia Santo Domingo de los Tsachilas, pais Ecuador.

Ubicacién Ecolégica

Zona de Vida: Ecolégica

Altitud: Bosque Humedo Tropical
Temperatura: 25°C

Precipitacion: 2860 nm/afio

Humedad relativa: 85%

Heliofania: 680 horas luz/afio

Suelos: Franco arenosos

Ubicacion Geografica

El trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion Animal

de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, extensién Santo Domingo.

Latitud: 00° 24’ 44” Sur

Longitud: 79° 18 32” Oeste

Altitud: 270 msnm



Figura 5

Ubicacion geografica del area de investigacion
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Puntas blancas, amarillas y azules
Micropipetas de 5, 100 y 1000 pL
Tubos de ensayos

Matraz Erlenmeyer

Pajillas de 0,5 mL

Gradillas

Microcubetas

Reactivos

Tincion eosina
Tincion nigrosina
Diluyente Optixcell
Alcohol etilico (70%)
Agua ultrapura
Agua bidestilada

Nitrégeno liquido (N2L)

Bioldgicos

Semen bovino de dos toros Gyrholando de cinco afios.

Metodologia

temperatura (°C). El volumen se cuantificé directamente en el tubo graduado de colecta.

Recoleccion y evaluaciéon seminal

El semen se recolectd con vagina artificial e inmediatamente se midieron el pH 'y
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Posteriormente, se tomaron 25 pl del semen fresco para calcular la concentracion espermatica

usando el fotdbmetro (Minitube). Finalmente, el semen se colocé a bafio Maria a una

temperatura de 30°C.
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Preparacion de la diluciéon Optixcell y diluciéon del semen

Se realiz6 una predilucion del diluyente comercial Optixcell con agua bidestilada
ultrapura a razén 1:2, se mezclaron 10 mL de diluyente comercial con 20 mL de agua
bidestilada previamente calentados a bafio Maria a 32°C durante 15 minutos. Una vez
homogenizado la predilucion se dejo activar la solucién durante 15 minutos a bafio Maria. El
semen fresco se diluy6 a razén 1:1 con la solucion anterior prediluida y se analizé

microscopicamente la muestra.

Analisis de motilidad progresiva en el sistema CASA y viabilidad del semen fresco

Se tomé una alicuota de 1mL de la muestra diluida y se incub6 a 37°C durante 30
segundos. Posteriormente, se dispuso 5 pl de la alicuota en una camara Leja y se realizo el
analisis de la motilidad progresiva y otros parametros cinéticos en el programa SpermVision a 0
horas. De la misma alicuota se efectud la tincion de viabilidad de la siguiente forma: en una
placa se colocaron 20 ul de muestra y se le adicionaron 10 pul de tincidn eosina, luego de seis
segundos de espera se anadieron 10 ul de tincidn nigrosina, se homogeneizo suavemente para

realizar el frotis. La placa se dej6 secar durante 5 min en platina térmica a 37°C.

Congelamiento del semen bovino

De la primera predilucién del semen (1:1) se anadio la cantidad suficiente de diluyente
comercial para obtener una concentracién por pajuela de 30 x 10° espermatozoides/mL,
adicionando el diluyente en tres partes. La primera adiccion del diluyente se prepard en bafio
Maria a 32°C, luego de 10 min se agregé la segunda parte del diluyente a 20°C, después la
dilucion se separé en dos fracciones para afiadir a una de ellas acido ascorbico en
concentracién 4 uM, finalmente se completé la tercera parte del diluyente final y se envasé en

pajuelas.
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Se ejecutd la crioconservacion del semen probando dos curvas de congelamiento
diferentes utilizando el equipo programable IceCube; la primera corresponde a la curva
estandar de IMV para congelamiento de semen bovino donde se inicié con una tasa de
enfriamiento de 1°C/min desde 20°C a 4°C, luego de 4°C a -10°C con tasa de 5°C/min; de -
10°C a -100°C con tasa de 40°C/min; y de -100°C a -140°C con tasa de 20°C/min, el tiempo de
equilibrio fue de 3 horas. La segunda curva tuvo una ligera variacion comparada con la primera,
la tasa de enfriamiento fue 0.5°C/min, desde 20°C a 4°C. Posteriormente, las pajuelas fueron

almacenadas en un termo de nitrégeno liquido (N2L) a -196°C.

Descongelamiento de semen bovino y analisis de la motilidad y viabilidad.

Se procedio a extraer las pajuelas del termo de nitrégeno liquido (N2L) vy se
descongelaron en bano Maria a 37°C durante 30 s, luego las pajuelas se dispensaron en un
tubo de ensayo y se efectud la lectura de la motilidad progresiva con el sistema CASA a 0

horas. La viabilidad se realizé como se describié con anterioridad al evaluar el semen fresco.

Diseno experimental y analisis estadistico

Se elaboré un disefio experimental trifactorial con dos réplicas para el analisis del primer
semental cuyos factores fueron: estado de la muestra (Eo y E+), curvas de congelamiento (Co y
C+), adicién de antioxidante (Ao y A1) mientras que las variables respuestas fueron la motilidad
total y progresiva. Ademas, se correlacionaron los valores de motilidad total, progresiva, los
parametros cinéticos y los indices de velocidad. El analisis estadistico se llevo a cabo usando
el programa version estudiantil de Infostat utilizando un nivel de significancia de p < 0.05 en la

prueba estadistica de Tukey.

Para el segundo semental se llevo a cabo un analisis de T apareada con dos réplicas
para determinar el efecto de la aplicacion de las diferentes curvas y la adicion de antioxidante a

la muestra seminal.
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Capitulo IV: Resultados y Discusion

Se realizo la evaluacion del eyaculado previo al congelamiento de las dosis seminales
para verificar que cumplian con los valores adecuados para continuar el proceso como se

muestra en la tabla 2.

Tabla 2

Analisis macroscdpico del semen fresco de toros

Toros Volumen pH Temperatura Aspecto Concentracion

(mL) (millones/mL)
Toro 1 4.7 6,5 31,6 Amarillo lechoso 1 080
Toro 2 55 6,49 31,8 Amarillo claro 312*

Nota. (*) La concentracién es demasiado baja para ser aceptado para el proceso de
congelamiento, no obstante, por fines investigativos se procedié a criopreservar. Investigacion

directa (2022). Fuente: Elaboracion propia.

Analisis de motilidad espermatica medido por CASA

El promedio mas la desviacion estandar de la motilidad total y motilidad progresiva en
los parametros de: estado de la muestra, efecto de las curvas evaluadas y efecto de la adicion
de antioxidantes para Toro 1 se muestran en la tabla 3. Las muestras de semen presentaron
variacion significativa (p < 0,05) en el estado de la muestra siendo mayores en el semen fresco
comparado con el congelado. No hubo variacioén significativa en los porcentajes de motilidad
total y progresiva para las curvas de congelamiento empleadas y tampoco para la adicién de

antioxidantes y las interacciones.

Los resultados analizados para Toro 2 presentados en la tabla 4 mostraron que el

porcentaje de motilidad total y progresiva difieren en los estados fresco y descongelado, donde
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los valores de motilidad en semen fresco fueron significativamente mas altos comparados al
semen descongelado, esto guarda relacién con que los factores de estrés como la formacion
de hielo intracelular, efecto solucién y modificaciones osméticas ocasionadas durante el
proceso de congelamiento causan cambios estructurales en la organizacion, fluidez,
permeabilidad y composicion lipidica de la membrana espermatica (Upadhyay y otros, 2021).

No hubo diferencias para las curvas de congelamiento y la adicion de antioxidantes.

Tabla 3

Parametros de motilidad espermatica en muestras antes y después del congelamiento

aplicando dos curvas de congelamiento junto con la adicién de antioxidante

Efecto Motilidad total Motilidad progresiva
Semen fresco 60,65+9,39° 48,73 +6,10 @
Semen descongelado 23,12 +4,82° 14,36+ 3,64 °
p-valor < 0,0001 < 0,001
Primera curva 39,55+ 18,70 @ 30,76 £ 17,34 °
Segunda curva 44,22 + 18,732 32,33 £ 20,58°
p-valor 0,1247 0,5043
Sin antioxidante 37,40 £ 20,342 28,84 + 18,922
Con antioxidante 46,36 + 21,37 @ 34,24 + 18,732
p-valor 0,0111 0,0430

Nota. Analisis estadistico del Toro 1. Las letras a y b representan diferencias significativas entre

las columnas. Investigacion directa (2022). Fuente: Elaboracion propia.

Se aprecio la diferencia significativa de los porcentajes de motilidad por efecto del

congelamiento dentro las motilidades evaluadas tal como se muestra en la figura 5. En general,
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entre el 40-50% de poblacion espermatica no sobrevive al proceso de criopreservacion lo que
indica que la poblacién inicial de espermatozoides vivos se ve comprometida durante dicho
proceso (Grotter y otros, 2019). Pese a ello, los espermatozoides se consideran que deberian
ser menos sensibles a los dafios generados durante el proceso debido a su bajo contenido de
agua y alta fluidez de la membrana, no obstante, la integridad de su membrana y su
metabolismo se ven afectados por la criopreservacion (Ugur y otros, 2019). Ademas del dafo
de la membrana celular, el estrés oxidativo que experimentan los espermatozoides interrumpe
la actividad mitocondrial, promueve la salida de enzimas intracelulares, asi como altera las
proteinas axonales lo que conduce a la pérdida de la motilidad espermatica (Kowalczyk y otros,

2020).

La sensibilidad de los espermatozoides al congelamiento también podria explicarse por
la rapida pérdida de calor que presenta la pajuela debido a su gran area superficial y su

delgada pared, permitiendo que el semen se congele pronto (Hafez & Garner, 1996).

Tabla 4

Media de los parametros de motilidad espermatica antes y después del congelamiento

aplicando dos curvas de congelamiento junto con la adiciéon de antioxidante para Toro 2

Efecto Motilidad total Motilidad progresiva
Semen fresco 82,90 74,84
Semen descongelado 20,63 14,05
p-valor bilateral 0,0004* 0,0004*
Primera curva 48,16 40,80
Segunda curva 55,37 48,10

p-valor bilateral 0,1078 0,0734
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Sin antioxidante 51,93 44 55
Con antioxidante 44,34 44,34
p-valor bilateral 0,1450 0,9595

Nota. Analisis estadistico de las medias de motilidad total y progresiva del semental Marcelo
comparando los efectos del estado de la muestra, curvas de congelamiento empleadas y
adicion de antioxidante. (*) El valor bilateral menor que 0,05 indica que hay diferencia

estadistica en las medias de los parametros evaluados en sus respectivos efectos. Fuente:

Elaboracion propia.

Figura 6

Parametro de motilidad espermatica en muestras de fresco y descongelado
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D Matilidad masal |:| Motilidad progresiva

Nota. Diferencias significativas entre el semen fresco y descongelado en los parametros de

motilidad total y progresiva. Fuente: Elaboracion propia.
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Ademas, otros aspectos individuales como la raza y especie también influyen en los
resultados del congelamiento (Upadhyay y otros, 2021), por ello, se apreciaron diferencias
significativas entre los dos sementales evaluados siendo Toro 2 (74,84%) el que presenté

mayor motilidad progresiva frente a Toro 1 (48,73 £ 6,10 %) en estado fresco.

Pese a que en la literatura (Bustani & Baiee, 2021; Ugur y otros, 2019) se menciona que la
adiccion de vitaminas permite mejorar los parametros de la calidad del semen durante el
congelamiento, puesto que inhiben la formacion de ROS vy la peroxidacion lipidica generada por
el estrés de la tasa de enfriamiento, el presente estudio no encontré diferencias significativas
en cuanto a la adicion o no de acido ascoérbico. Mientras que algunos estudios muestran que la
adicion de acido ascorbico de 4,5 mg/mL (Hu y otros, 2010; Patel y otros, 2016) aumenté la
motilidad de los espermatozoides bovinos y la adicion 600 uM (Mangoli y otros, 2018) atenud
los efectos perjudiciales de la vitrificacién en parametros espermaticos; otros como el de
(Shahin y otros, 2020) no mostraron un aumento significativo de la motilidad progresiva con
respecto al control en cuanto a la adiciéon de acido ascoérbico. De aquello se puede inferir que la
cantidad de antioxidante afiadido (145 L) durante este estudio no fue suficiente para arrojar

resultados estadisticos significativos.

Se encontrd una correlacion positiva (tabla 5 y figura 7) entre las variables de motilidad
total y motilidad progresiva, entre los parametros cinematicos (VCL, VSL y VAP) y entre los
indices de velocidades (LIN, STR y WOB), resultados semejantes se hallaron en el estudio de
(Bravo y otros, 2011). La velocidad curvilinea (VCL) es la distancia total que recorre la cabeza
del espermatozoide durante el periodo de observacién siendo el mayor de las tres velocidades,
mientras que la velocidad en linea recta (VSL) se determina desde la distancia en linea recta
entre el primer y ultimo punto de la trayectoria, siempre siendo el menor de los tres valores de
velocidad, por ultimo, la velocidad media de la trayectoria (VAP) es la distancia que el

espermatozoide ha recorrido en la direccion media del movimiento en el periodo de
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observacion (Mortimer, 2000). Cuando la trayectoria de la cabeza del espermatozoide es muy
regular y lineal, con muy poco movimiento lateral, entonces la VAP es casi igual a la VSL
(Mortimer, 2000), lo que podria explicar la alta correlacion positiva entre ambas variables. Por
otro lado, la correlacién positiva entre el VCL con respecto a VSL y VAP tiene bastante Iogica
debido a que son variables de distancia de la trayectoria del espermatozoide observado, por

ende, siempre que una aumente las otras también lo haran.

En tanto, los indices de velocidad marcan una relacién entre las variables de velocidad
previamente observadas, el indice de linealidad (LIN) se presenta como una medida de la
direccion espermatica, el indice de rectitud (STR) es un calculo de la densidad del movimiento

mientras que el indice de oscilacion (WOB) indica el tambaleo del espermatozoide.

Sin olvidar que la congelacion afecta esencialmente en el movimiento y modifica el
tamano y la forma de la cabeza del espermatozoide lo que también puede afectar a los
patrones de motilidad de modo que los espermatozoides adquieran distintos patrones de
movimiento (Yanez-Ortiz y otros, 2021). Ademas, otro factor para considerar es la preparacién
de las muestras de semen antes y durante la evaluacion computarizada, pues factores como
los agrupan (Yeste y otros, 2018) pueden afectar a los valores obtenidos luego de la evaluacion
de la motilidad con el sistema entre los que ellos categorizan: (1) muestra y placa, (2)

microscopio, (3) hardware y software y (4) usuario.

Tabla 5

Nivel de significacién de la Correlacion de Pearson entre las variables de respuesta

Mmas Mpro VCL VAP VSL LIN STR WOB

Mmas 1,000 <0,001** 0,220 0,224 0,850 0,008* <0,001** 0,184

Mpro 1,000 0,151 0,166 0,736  0,004* <0,001** 0,114



VCL 1,000 <0,001** <0,001** <0,001* 0,058 0,000*
VAP 1,000 <0,001**  0,006* 0,088 0,005*
VSL 1,000 0,076 0,605 0,005*
LIN 1,000 0,000** <0,001**
STR 1,000 0,029*
WOB 1,000

Nota. Se muestran los p-valor de la correlacion entre cada variable. (*) Indica correlaciéon

significativa, (**) Indica una correlacién altamente significativa.

Figura 7
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Nota. Las variables respuesta que presentan alta correlacion positiva (superior a 0.80) se
visualizan de color azul intenso, mientras que las variables que presentan una alta correlacion

negativa (inferior a -0.80) se observan de un color rojo intenso. Fuente: Elaboracion propia.

Capitulo V: Conclusiones

La motilidad progresiva fue del 60% en el Toro 2 en comparacion con el Toro 1, indicando
diferencias entre los reproductores. En la evaluacién del semen descongelado se hallaron
diferencias significativas en comparacion con el semen fresco en ambos, lo que indica un

efecto generado por la curva de congelamiento sobre la motilidad progresiva del semen fresco.

En cuanto a la comparacion entre las curvas evaluadas, no se presentaron diferencias
significativas, por ende, una tasa de enfriamiento inicial entre 0,5°C/min y 1°C/min presentan
resultados significativamente iguales. La adicién de antioxidante 4 yM no mostré diferencia

significativa con respecto al control, por ende, la cantidad pudo no haber sido la necesaria.

Finalmente, se encontré una correlacion positiva entre las variables de motilidad total y
motilidad progresiva, entre los parametros cinematicos (VCL, VSL y VAP) y entre los indices de

velocidades (LIN, STR y WOB).
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Capitulo VI: Recomendaciones

Se recomienda realizar el estudio con una cantidad mayor de sementales para abarcar
mayor numero de muestras y robustecer el analisis estadistico. Ademas, para evaluar el efecto
del antioxidante se sugiere comparar distintas concentraciones para encontrar la concentracion

adecuada.

Es recomendable el uso de un refrigerador a 4°C para almacenar las muestras durante
el tiempo de equilibrio requerido y posteriormente proceder al congelamiento en el equipo

automatizado.
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