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I.. RESUHEM

PALACIOS ANGOLA, ARHANDO., Efecto del sistema de envasado
v la concentracién espermatica sobre el dafo acrosomal y
la  motflidad postdescengelacion del senen de equine.
(Bajo la asesorfia del Dr. Javier Valencia Méndez y del
Dr. Luis Zarco Quintero).

.ge-’ cu!ecfaron y »conge!aroh durante el invierns 1
~eyaculadas de 5 senentales envasdndolos en macrotubos de

§ y:,gq pajxl!as ‘de 0.5 w1, y a dos diferentes

:eoncentrac:anes, 100 ¥ 800 millones de espermatoraides

:'por.LmI.: Poséer:or a la descongelacion se evaluaron en
nzcroscapza de cuntraste de Tases 300G espermatozoldes por
cada muestra en las que se determind la nmorfologfa
espermatica con énTasis en el estudio del daRo acrosomal, -
as{ como la motilidad. Los resultados indicaron que el
etecto de la concentracrén espermatica <tYue evidente.
Cuando ésta Tue mayer (800 mill/ml), Iindependientemente
del envase, la motilidad postdescongelacidn y el dafio
acrosomal se vieron menos atectados que al utilizar la
concentracidn de 100 nill/ml (P < 0.01). Por atro ladue,
ne fe presentd varracidon en el porcentasje de normalidad
:egpermafICn a) zer =ometidos los evyaculades al proceso de
cangelacidn ¢P 3 0.05). Por lo anterior podemos conclufr
que este sistema de congelaniento de semen es beneficioso
y perfectible utilizando dosis cor altas <concentraciones

de espermatozoides en el envase.



I. IHTRODUCCIOH

A pesar de Ias restrxcc:anes !npue<tas oév]as diferentés

asp;:acxnnes de crxadn[es de cabal]os,l Jopre<ervac16n

cionde ‘costos

“numerosos
las: . técnicas .

(6 7) de 1a’ Unive(;idad

iiEstataI' de-. Colnrado, o 5 por; Mart:n y cal. (33) de lIa
'fUnxvers:dad dei Hannoﬁer.' Los prxmera< utilizan una
fconcentraclén'espernatfca alta4(800 mill/ml} para envasar
en pajrllas de .5 nl 6 I ml de capacidad, y los segundos
usan una concentracion espermatica baja ({00 wnill/ml)
_ Para envasar en macrotubes de 4 mi.,
Lo anterior pernite pensar que la relacion entre
s&perffcie de cuntacto cen el exterior vy volumen de semen
es muy distinta en funcidn del envase, lo que resulta en
diferencias en el.ritnu de congelacion del semenh, por lo
" que “puede haber diferencias en el da’e esperwmatice. al
cangelar semen en diferente tipo de envase. £5 por ello
que el obfetive de este experimento es determinar
independientenente lox efectos de tipo de envase vy
concentracion espermatica sobre el dafRo acrosemal vy
motiiidad postdescengelacién en el semen de equine
tompando éstos como paradmetros Indirectos para estimar Ia

fertilidad de un eyaculado criopreservado.



Ir. REVISION DE LITERATURA

2.1. Ventajes de la criopreservacioén de semen

La  criopreservacién del semen de equrino ha . sida en
los Gitimes afos objeto de innumerables controversias,

tanto . -en. el brden  legal 'y ~econdaico como en el

cientifidy; En."contraste -con la.industria bovina,. -las

r;bd)aé;qngs de !és difereﬁtes asaciaciones de criadores
dé caballﬁs han restringide lus imcentives para encentrar
m;}orlas En 1a réénica'de inseminacion artificial en esta
eipecie usando semen congelado . En E.U.A. hay 40
asociaciones, de las cuales so6ilo 13 aceptan abfertanente
ia practica - de JInsemirnacion artiricial con =semen
congelado (24,58). Aurn asl, viédndolo pasitivamente es unh
avance sﬁfgfdn hace solamente 10 afps (2), Es por todo
“estn que ja'invesfigacion en este campo es muy linitada,

yé »qugf el . ‘criador 'refleja poco interés y no hay

'te'financfero; por ende, la consecucion
bhayfento"que cnnlleve a rezultados

- ha sido encontrado. No obstante, Ia

-”)aﬁqg es muéhu mas maniftlesta que hace 9
ly quizas el ejemplo nas concrete lo
qu desde 1980 hasta 1985 han
—,1fa 000 veguas con semen cungelado teniendo.
dgpara e»e ultxmn afn una fertilidad.de €8 % (Z}.

: Lav'crxﬂpreservacjon Jdel semern fmplica ‘el mantenxmxentn

elular a temperaturnn extremadamente bajas. Narmalmente



“ilqdide Lo 'qedio de

Ciona unaitemperatura de

fﬁghqéi;gf;; ::Qéf' senen equino, obteniéndose em  ese
;ﬁtoﬁtes'loqro§'pinne;os én fertilidad entre el 33 % y el
1783 —(4,i7,19,25,35,40,41,42,49,49,541.

En elu equing, - la ériocanxervaciﬁn de semen tien;

como ventajas:

A} Reducir el transporte de los anrmales. Es mas facil vy
econdaico transportar un termo dé nitrogeno liquide que
un caballe. No se requiere transportar a la vyegua,
evitandose as{ el riesgo de accidentes, el costo de
segures y el estrés que puede influilr directanente en la
fertilidad. En caso de ser yegua recién parjida se evita
también el traslado de la cria (2,27).

B) Peraite prolongar la vida reproductiva de un semental.
Se facilita el acceso al material genédtico especifico aun
cuando el anipal haya nuerto, obteniendo porcentajes de
sobrevivencia bastante altos, iInclusfve habiendv pasado
muchos aros desde su conleccion (2,24,28,27,58),

C) Hay menons pérdida de expermatozoides. Se Increpenta el

ndmerr de hembras a Insemipar por la posibilidad de

l



diluir Ua jla:&d;i neces!tadn. Se abtaenen

dos:s por cada eya;ulado, que utxl;zando !a Insenxnacioﬁ

-artxf;cxal en fresco o la monta natural (44).

';0)‘ EI ‘senental puede cantxnuar con'su“.vida ipfpddéf!ya
.,-ootécnxca 51n que su vida reproduct:va se‘éét;nqa,’Fuede'
‘hncer ambas cosas al mnismo txenpo (Se}.x

E)- . Se puede-hacer um analisis preyja dg {é' calidad dei
semen (29,55). .

Fl .- Pernite efecfﬁar un. tratamiento preventiva al  semen

_para . minimizar . la _posibilidad de. transmisién _.de

organismos botencialmente patogenos (23,24,53).

L; cnﬁgelacxdn de.se;en tambridn presenta Elqunas
desventajasz, cono fons
A) En 1la mayoria de los sementales hay una sensible
reduccidn en la Tertilidad del semen descangelado
coaparada con la del semen TYresco (12,27,33).
8) Se requiere de equipe especializado para la
conservacion del semen, al ifgual que personal calificadoe
para realizar la congelacidn del mismo.
C} La wembrana esperndtica pierde estadilidad con el
prasesn de congelacitn — descongelacidn, produciendo en
mUchns casos un aceleranmjento de la reaccion acrosomal
con lo que se libera la eprima acrosina. La liberacion
prematura de la acrosina es perjudicial debide a que esta
enzima, necesarla para el acercanients del
espermatozoide, tieme wun periode de vida muy corto

(2,297,



Tox La necesxdad de no arr:esgar Ia fertalxzacion de un -

c:cln esfral, Y Ia lnposszlzdad de paIpar a la yegua con

frecuenc:a? uecesarxa para deterulnar “con _exactitud-
‘cuando .??;13‘ oeurrir’ Ja avulacxan, hace que . cﬁn: este
nétodo se: increnenten ias. servicios por concbpcfon,
sftuacion que redunda “en custos altos  debido  al
1 encarecjido precio de dichas dosis (56).

7 A la largo de los aRos en que se L ha iampleaentado
e?ta manera de conservaclrén de semen de equino se  han
dictado normas y especiticacliones sobre la técnica en 5§
VneIOYAndose dfa con dia tanto los ingredientes como las
dosis y los procedimientos para congelar estas células.
En  este orden de ideas han surgido dus escuelas, una
norteamericana y otra alemana, las cuales concuerdan en
el procedimiento general, pero no asi en el diluyente a
utrlizar ni en el sistema de envasado. La escuela de
Colorade utiliza los postulados generadas por Cochran vy
col. en 1783 (8,7) que en sintesis trabajan conk un
diluyente de centritfugacién a base de citrato de sodie, y
para congelar usan pajillas de 0.5 ml a una concentracion
espernatica por dosis de 800 ajllones/ml. La escuela de
Hannover, por su parte sigue las indicaciomnes sugerlidas
por Martin y col. en 1979 (33} quienes  wutilizaron un
diluyente de centrifugacrén a base de glucesa, envasade
en macrotubns de 4 ml de capacidad y a una concentracién
espermatica de f00 millones/ml por dosis. Ep ambos casos
la cantidad total de espermatozoides en la dosis es de

400 nillones, que se consiguen enr la escuela americana



con poco volumen de semen muy concentrado y en la escuela
alemana con ur mpayor volumen perc wmenar concentracién.
Sin embarge, la relacidn entre superficie de contacto vy
volumen no es la misma para las dos presentaciones, ya
que €1 nracrotubo tiene nenos superficie por wunjdad de
volumen ‘de semen que Ia pajilla. E£s sabido que la
transferencia de temperatura entre el semen v el nedio
anbiente es mis rdpida conforme aumenta la -superficie
(31,55,63), por Io que. se deduce que el riteo de
congelacion es Jdiferente para las dos presentaciones, lo
que resultard en diferentes patrones de cristaliracidn,
concentracion de solutos, etc., durante el proceso de
congelaclion.

Muy diversos son Ilos trabajos que aoptan por uno u oatro
nétodo tanto de drluyente come de envasado
(20,27,30,32,35,61), sin embargo, hasta la Techa ne se ha
reportado. una investigacién que cenfronte el sistema de
envasado con respecto a la concentracidén a que se =sonete
el eyaculado en cada envase, a excepcidn de un trabaje de
Aukema 7 en 1985 (3). &in embarge €l estudio dos

.concentraciones . .~ distintas ~a - las frecuenterente
ufilizadas, ﬁbr lo que el objetive de esta investigacianp
fue ‘deterninar .independientemente los efectos de tipe de

envase [y concentracion . espermdtica sobre e! daRo

. acrosomal:’y laimotilidad,. postdescongelacidn en el scaen

de. equino.




2.2, Coleccion de:

Elfdad‘del semen postdescongelado no
funcion- de Ja época del aRo que se recolecte

Kacer o en épo:a de invierno ha resultado de

‘bejur provecho porque.

':I En épaca de xnvierno v con la temporada de sonta va

fxnallzada, gil isgnental  se encuentra descansado,
;cunprnbéndosefréue ‘gap"eStos periodos. de descanso se
incrementa ,géégifféa€ivéiéﬂté: el nusero  total de
¢$pernat§zbfde;;p0; EQSéulédo'lé,sz).
2) £l semen frasco rec&lecf?do en inviernn estd asociado
con pocno volumen dereyaculgao, sobre tode de gel, y alta
cuncentracidn espermdtica, siéndu esto ur Tactor
favorable vya que no se necesita centrifugar tamnto para
poder aobtener el paquete esperadtico. £s por lo arnterior
que se recomienda realizar la coleccrén del semen para
fines de congelacioen durante los meses de wctubre a
enero, miswos que Tueron establecidos como periode de
investigacion (5,24,32).
ta. seleccitn de luvs sementales es el punte wmds
fapordante 2 considerar para la obtencidén de eyvaculades
p;épios 'para su congelaciédén, debido a que no todes son
congelables, entendiendo por congelable a aquella c¢élula
espermatica capaz dJde permanecer viable  después de la
descongelacionr (2%,35). Ante todo deben ser animales

probadamente fértiles y que estén en dptime estado

nutricional y de salud, Antes de la coleccidn, al animal



“se. le p(acticé«hn examen genttal externo, y se realiza un

_estudis - del semeniparaideterminar la capacidad de éste

thtal ‘en el

'del ‘semental para
{ér }arésnf;nihécioh ern el eYéquédo por:exceso de
&éroa ;bécte?;ana o-d;secﬁas épiteijaiek. Es 'fmportante
recordar que no se debe Ia?ar repetidanente porque se
repueve la  flora lecal, facrlitando el «crecimienta dJde
. bacterias patdgenas (56), de preferencia eniuagarlo con
un  algodoén sera suriciente, Estos mismos cuidados deben
ser tomados para la limplera de la yvegua (5§,58). Para
colectar el semen se dsﬁé contar con cuidados extremos
para evitar JInfluencias jpedinahbientales cemo luz,

temperatura, shock 'qu!nigo‘ 'sqofico, ] agitacian

excesiva que causen Jrfeparables, ean el
espermatozoide (56).ﬂi”’
La coleccfon,delVSEpéﬁlsé?hgce por medio. de una vagina
artirticial (V.A.)}‘Ha f; éu; éé'le,adapta un filtro de
gasas. pa,af.fegif?éﬂ}éf?fécffan gel del evaculade, ast
caﬁo‘cuqlqd;e;iﬁaerpa‘exfraéo t25,56). £l retiro de esta
‘frac;fOnV%e_éebéfé que tfé;e un efecto de aglutinacidn en

los: espermatoroides, o que le impide mavilizarse bien,




dwatilidad (440,

. de ;1}7 qbtenCIbh de! semen, la

__.Inggﬁg fahefté d

enf[oidgria V.4, debe ser de 44-48° C. Esto

pdu?iéﬁda la sdficiente cantidad de agua

Ia;é&ldél pene (56). La superficie fnterna de la
qéSe ;ék lubricada con un gel no espermaticida comg
%pdgdéféerrla carboximeti! celulosa, petrolato, g¢glicerol,
etcé??;ﬁéi;} Uné vez c¢plectado el eyaculado hay que

‘wantener una temperatura similar a la corporal duranta el

'”}raﬁsﬁarﬁe del semen al laboratorio para evitar el shock

‘,;tér}iqqijﬁq). Es esencial que los componentes, el equipo

,y;late}iales que entren en contacto directo con el pene y
‘:gii sguen'né'contengan sustancias espermaticidas. En el
cé;nr de due el material vy equipe no sean desechables,
'deﬁén' kér.javadas, secados y esterilizados cada ver que
'séﬁ;'”&#édo$ (2,24,56), Las mengas que utilizea lIa V.A.
:ﬁﬁ;den; sef{lavedas sunérgiéndalas en alcohol etflice o

'fiséﬁrop;lf&é par 2-24 h para desinfectarlas y secarlaes al

aire (56)

qg.Evéldééidn y ¢cangelacion del semen.

:ttéi ‘procediniento de congelamiento comisnza midiendo
:eJ-;uolumen total del eyaculadeo [rbre de gel. Despuds se
rétira una gota para calcular la motilidad Iinicial en @&l
microscopio dptice (22), sobre ura laminilla previamente

calentada a 37* C. Otra gota del semen es mezclada con

o



na&iffcédé (22) para examIinar con el

pﬁ raste de:fases la aorfolcéla, Yy en
aﬁa:é;ﬁosonai:dn las cdlulas espermdticas

tééﬁicas de dilucién de las escuelas

Ienaﬁg difieren en el tipo de diluyente de
entr fuqacfdn'a’ﬁtilizar. Dentry de la escuela alemana,
aI (33) en el ana 1979 describieron un wétodo

enfrxfugac:on en el que usaba como diluyente una

Y ;ol@cxan cuyos rngredientes sons

crglucosa 57.985 ¢.
EDTA 3.700 ¢g.
citrato sOdico dihidro 3.89% g.
blcarbonate de sodio 1.200 g.
sulfato de pelimixina B : 108 u.i.
agua destilada ¢.b.p. 1 litro
pH E . 6.59

nOsw/Kg . o 409

Hientras que Cochran - et ]a1 :(6;T),Q;q ' 1a::'esEue1é.

americana, desarrollaron-un diluyente de:-centrifugacién.
cuyns componentes sons

citrate de sodie dihidro .i‘ T 25,9507

glucosa s : F 11,500 .9
EDTA disodico : S 3.699 g 5
bicarbonate de sodie o 1,200 g0
agua destilada c.b.p. R 5 § § 4 2 TN
pH

wOsn/Kg

Esteos tltinos autores asunxeron que con, esta solucxdn de

menor v1<cosxdad_ tzene nenos concentrac:on ‘de soluéos)

se . facili tarla ﬁa::obtpncxan':&gl‘ nquete e’permutxco

durante la centrzfuga4 bn, Para ﬁv(tar;una precipitacridn




brusca .de los é#pgriatogoides &l Tondo del tubo de
céntrlfuga elinér4réééﬁién&éh calecar a marera . de

"colchon”;’o.éb Bl detla S&jué}dn propuesta por Martin y

Cenl. (#3) la EQéI‘qsvléfynyéasa, peraitiendo un traslade

del tubo durante la

'} c9ntr1fugac [4 séud:u posterior (59) ha comprobado
,,#ué ia”: on:szon de eite colchon no afecta la motilidad

;'progres:va,' Y- ~ si{7 tiende. a ‘reducir el rumero  de

tazoxdes corn dafe acrosomal postdescongelacion.

espe
 .Hah. £ido numerosos los estudios que se han diserado con
el uso del métude de Martin y col.(18,24,52,57,62} o del
uétoda de - Cochran y col.(?,11,57,80). La razén por la
cual el presente trabajo se basé en la tdcnica alemaana
Tue porque estudios realizados han demostrado que el
mayor porcentafe de motilidad postcentrifugacién (P ¢ 0.08)

se ehcuentra en aquellas saluciopes cuya presion
osndtica estd entre 3OO y 400 nOsm/Kg (6,I4), v esto es
logrado directamente utlizande el diluyente a base de
glucosa~-EDTA.

E£1 proceso de centrifugacidn ha sido aduptadu por

.Vla Vnayorfa de las Investigacienes realizadas en semen
Veqﬁinn y €éstas se basan en las sigulientes premisas:s
1) la centrifugacien pernite liberar la célula del
p}asﬂa seminal (8,7,18,34,48,50,). §1i bien es poco lo que
se - canace en la actualidad sobre Ja naturaleza del daido
;spermaticn causado por lIa centrifugacioén (8), estad
plenamente comprobado gue el plasma seminal iInhibe la

capacritacion espermatica (§7), interfiere con la

i1



(. ceiulafren el espernatozoide~(29,56,5?)

motilidad postdescongelacion (332 y'con‘la?henetracidn en

elfroﬁulo,' sl rfgual que reduce el consumd de .oxigeno

U2)i.lacentrifugacién ofrece la‘uportunidad:de concentrar
. las célulasiespernaticas y_ )

- que’les permitan sobrevivir. largo o

'haépfrklas :dilucfohesren”fdnc;¢n de las' dusis

'zjneéésftédas (6;1?,??,5&f
L dna‘ éqn;iééfécioﬁ 7 mu;‘4fnpoié§néé '.esz__qug las
sé;rociones pfostaticas, .anpuiares‘ y bulbouretrales
{prinera ‘y segunda Traccidén del eyaculade) si son
n;cesarias para la vida del espermatozeide (S?J; y éstas
féubién serdan retiradas cuando se centrifugue . Asf, que
hay que ponderar los efectos detrimentales que se van a
presentar con Jla centrifugecien sin olvidar que ia
corcentracion del paquete espermatico es deseable cuando
se va a congelar semen (&,57). Este detrimento se ha
calculade entre un 5-10 % de pérdida en la recoleccidn
del paquete espermdtico después del centrifugade (5,337,
Sin enmbarge otros adtores atirman que estas pérdidas no
influyen negativamente de manera <significativa ‘en Ia
sobrevivencia espermatica (I7), y aidn »as, incrementa la
notilidad pqstdescunge!acibn cdando se le compara con un
eyaculado que ha sido centrifugade sin que se le haya
adiciopado un diluyente para centrifugacién ¢33,

Como fue dicho et lineas anteriores el semen recién
calectade dehe ser mezclado con 2l diluyente, el cual =&

encuentra a8 temperatura de 37° C, dentro de los primeros



o

Z‘MjnquS‘ oétcoléc;(ﬂn}jLé;dilucfon que hanr recamendado

‘Mar?iﬁ de’e 1, aunque otros han utilizado

}fdfluéfdnisz de-hasta 1 2 $:(24,29,56). Se ha demostrado

iqueila’dilucion’ 'l 5 1. es suticiente para recolectar en el

«i;b‘aq'uetve'_ ‘postcents ifugacien el 90-95 % de  los
<‘esbernatbzoides '(8), es por ello que fue elegida esta
7 8£14£ion7é6ﬁu base para este estudio, tanto wmas cuando se
h;idétéfninada que una excesiva dilucidn del semen reduce
7”1a viabilidad espermatica aunque sin detrimento celular
s71. ‘
Una ;ez mezclados el semen v el diluyente se les da un
perindo de adaptacién que incluye un descense en la
temperatura hasta alcanrar la ambiental, con el fin de
facilitar la sedimentacion cuandae se centrifugue (6,24).
Esta sedimentacidn e mas efectiva (P ¢ 0.,01) cuandn al
depositar el semen dilulido en los tubos de centrifuga
sean Jllenados solo hasta 20 ml por tubo y no con 40 =l
8).

Durante este periodo de adaptacion, que suele ser de 10
minutos aproximadamente, se realiza el centen
espermdtico, vy para ello se utiliza el hemecitémetrn de
Spencer de wanera convencivnal (13,16,24), tenlendo la
precaucidén de que una vez hecho el calculo final éste
debe ser noltiplicado por 2, ya que Ia wmuestra es una
solucidn diluida 1 ¢ I

La velpcidad de centrifugacién es un aspecto wuy
fmportante a considerar, va que se puede presentar

sedimentacion incompleta al utilizar el diluyente de

._
“



nareip ;9’cdj’(§JJ:a velocjdédes neno?es de 1000 x ¢ en

cortbs pério&os‘ der:centrffagacicn (¢), siendo ~asi{,

'exzsten trabajos con ette prncedlnxento (7,23,32,59). Por

‘ﬂtro Iadol uede presentar que el paquete espermatico

adhe;:do:al fébdo qej tubo, dificultando su

'daESr los espermatoroides. Esto sucedid al

'11uyente de Cachran Yy col con velacidad de

':Cuando se. utxlxza el dquyente de Hart:n y col. (33), una

.'velocxdad de 400 x g durante f5 nxnutos, es.  un periodo
'suf:clente ~para que el paquete esperméﬁxcn se sedinente
suaﬁenénte, Iegrando asi la recuperacion de hasta el 98 4
de los espermatozoides (?,24,56). Después de la
centrifugacidn se debe retirar el sobrenadante y dejar el
pagquete esperndtico a la espera del diluyente de
congelacién, el cual ser& vaciade en los tubes de
centrifuga para que se resuspenda (33}). La saobrevivencia
de las células dependerd en gran medida de la sutileza
con que se agregue y mercle el diluyente Jde congelacidn
L eon e} paquete espermaticu.
Para el momento eﬁ que el-pré&esﬂ de ‘centrifugacién ha
concluxdo, el calculo de la concenlracion esxpermdtica vy
de la’ motxlxdad ya deben estar listes para que se pueda
'céjtular‘ e! total de espermatvrofides viables para =er
canée)édos v asi conucer la cantidad de diluyente de
céﬁééiacién necesario para resuspender el paquete
Jeéﬁé}paticn en funcidp de la concentracion Tinal que

lievara la dosis.,




El "diluyente .de -congelacitn _(8,7,9;29,33) ‘tiens las
.-siguientes-ingredientess

diluyente centrxfugac:dn o  ”25 oml

lactosa al 117 . -] wl-
_glicerina . SorrR 4T omd
vema de hueva L 20wl
pasta de orvus SRR U 0.8 md

agua destilada c.b.p, ' :

100 " wl

. Antes _de prusagui"” eufcqnﬁelacfdnb serfa

" “recomendable - menciona 2 uno  de . los’

nergético  por  excelencia,

c:pecesario - para su

netabol:s raforde sodie también proporciona

enerala. La gluco 9 el citrato actuan ademds cono

-jagente: osmotxcas, al fgual que el bicarboenate de sodip,

elemento. amortiguador del pH en la solucidém (2),

E! EDTA cetilendraminotetraacetato disddice) es usado por
primera vez come parte de un diluyente para zemen de
equino por Naumenkov y Romankova en 1970 (39). Hursten ern
1972 (I7) lo utilizo como diluyente de descongelaciday de
‘pellets de semen de equino. En toda la literatura citada
Vnor s5e reporta la Tuncion especitica del EDTA en el
diluyente, se puede suponer que por su efecto quelante es
uflizada cong protecter de membrana y preservador de la
viabilidad de la célula durante el praceszo da
cehtrifugacfdn - congelacion.,

Los antihidticos presentes en el diluyente vreducen

elimiran las bacterias que pudieron haber contaminado el



i seyeﬁff durante’ la. celeccion’” (1,2,25,44,46,568). Los

pkiﬂéibaigsl miﬁronrqéni:nos patégenos que cuntaminan el

gyaéu}adq7:gnh“ Klebsiella sp. v Pseudomona sp., y para

‘,fosjf;é Trecomienda la adwinistracitn de polimixina B
”}$3Jf%§slbcuno penicilina - estreptomicina (317,
Ai;a' pasta de  orvus (trfe{énolanina lauril squago de
'?éo&ia) éé un agente ppulsirticante descrits por Grahame v
Lenl. (170 en 1971 come protector del acrosema en
 : e;pernafoz0ides porcinos durante Ila congelacidén y es
Vqéflizado para reTurrzar l[a proteccitn fosfolipfdice de Ia
yemd .da huevo en e! diluyente (33). La vyema de huevo
proporciona  lus  componghtes gnutricios de proteina vy
ligfdns, sobre todo Tfosfolipidos, ¥ peraite al
espernatozotide sobrevivir a condiciones adversas cowo Ia
reduccién de la températura y los conmbios de presion
espdtica o de pH (44J), En cuante a su porcentafe de
irclusidn se ha denvstrado que a medida que pasa el
tiempn &l efecto de la yewa de huevo sobre la »motilidad
progresiva ¢s mefor cuando ésta se epcuentra a 16 o 20 %

que a {2 % (9.

£1 glfceral es utilirade como criocprotector pars que no

pe ‘éfE ‘é)»—agua a  la céluls durante el proceso de

Zcéngelacinn y evitar asf{ la produccieén de <¢ristales de

lh éf;ffntracelujar. Su funcion especifica es desplazar el
zﬁgug; intracelular ademads de amortiguar el pH para Que
inhiba la <concentracién de solatos Intracelulares
(?,15,45,5#3. Su fnclusitn dentro del diluyente es por lo

’génera! del 4 %, va que esta concentraciodn es la que ha
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;ésui;édoiés?édlsﬁi;a;énfe:signfff&at!gé én‘un?lpot;ljdid
pq#tdescdﬂﬁelécidn:fnayﬁ? " qﬁe otra; 'concenerac}uneS‘
pkoba&as qéntro,del rango de I~6 % (6,9,27). :

Uﬁg‘ -ve? resuspendido el paquete espermatice a la
cbncéntraciﬁn deseada en el diluyente de congelacidn,
debe_darsele un periodo de equilibrio de aproximadamente
20 minutoes a temperatura ambiente (9,20,24,29,47,562 el
cual serd utilirado para el envasado del semen dentro de
las pajillas y/o macrotubeos. Cada dosis de semer debe
contener clierto ndmero de espermatozoides wnotiles al
momento del envasade, por ello la cantidad de diluyente
de congelacidn que se aRfada debe ser la que permita
obtener la dilucién adecuada a partir de un eyaculado con
cierta volumen , concentracidén y motilidad inicial. El
ndmero de espermatoroides motiles en el eyaculado se
calcula multiplicando los valores Iniciales des

Volunen x cancentracidn x motilidad
(mi) (N* esperm/ni) (%)

Antes de calcular la cantidad de diluyente a utslizar se
debe considerar wuna pérdida del [0 % durante la
centrifugacion.

. Existen basicamente dos mdtondns de congelacion de semen
de equino, manual y automatizado, el sequn&o estéd rrqi&d
por un sistema computarizadeo el cual programa el descenso
de la temperatura automaticamente (?,11).

Para el wmetode manual, el cual! fue utilizade en este
experimenta, se recomfenda el wuszo de uma <caja de

poliestirenn de 32x25x24 <as dentro de la cual tiene uns



rejilla [ que sérvira como base para c<onlucar los envases.

Esta .base debe tener una marca que Indique el nivel de

- nitrogene depositado de manera que se logre obtener una

distancia uniforme desde el nitrogeno hasta los envases
qe' entre I-4 cms (6,7,24,33,59,60), dependiendo de la

velocidad de. precongelacién que se pretenda.

- 2;{:;DF§QQngéla;;gh del. semen

Para _;céda~ envagéftél _métode :da,> desconqdiECIOn;;_es’

Lparticulsr.
if;tf_ﬂ:pﬁ&fﬁf&bh,:keéuier;, de sur in#ersioﬁ en 7é§ﬁérrra
feiperaidra de 50* € durante 40 seg (24,37,56)'0 45" seg
(2,3,29,33).

La pajilia es descongelada sumergieridaola en agua a 75* C

durante 6-7 seg, no mas, vy luegn pasarlas a agua con  3J7°

C durante 5 seg cono minima (2,8,7,9,29,56},



III. MATERIAL Y HETODGS

Durante la época de invierno se realrzaron
colecciones. de seman, seguidas Inmediatawmente por ‘una
‘eyaluqcfan. preliminar de wmatilidad frnicial ¥
:fiébnceﬂtra610h'esperaatica, Los eyaculados que no t&vierun
R ;unalfpoftlfdad progresiva Inicial de per lo menes S0 VU vy
,V;pviélﬁina de espermatpzordes de 7,000 willopes por
;;&a;;iqdo %ueron descartados. Los que s! pacaron estos
-_érééerios-fueron inclufdos en el axperimento. Se realizé
el namero de colecciones necesarfas para obtener 8
;eyaculadosrcongelables, extraides de T sementales.
KEI semen Tue colectado mediante el uso de una vagina
artifrcral modelo Hannover* a la cual se le adapto en el
receptacule para el eyaculado 3 gasas como filtro para
separar la fraccién gel! del semen y evitar asf{ la
aglutinacion de los espermatuzoides, ademas de retirar
cualquier cuerpo extrado del! semen (25,58). Una vex
obtenido e! semen libre de gel se ver:ifico su volumen,
posteriormente se colocd una gota del semen con solucidn
Hancock moditicada (22) en un portacbjeto previamente
caleptado a 37* C, para la evaluacidn Inicial del
acrosoma en el wicroscopiao de contraste de fases.
Inmedratanente después el semen sSe mercld con el

Jdiluyente de centrifugacidn (29,33), que estaba a 37 C

v que tenfa coma inqrediéntes:




glucosa’
EDTA : B
- eitrate’ sodico d!h!dra_
C bicarbomnats de; s0dio)
Usulfate-de polxm:xxna 8

: f»agua destxlada b,

3]ehen_dfiuf&b

f;;?ugé a 400 X g por Ig uinutos..al térnine de

astel . se .retirﬁ el sobrenadante y se resuspendid el
paquete: espermatico <con un  segundo diluyente para
congelacion (6,7,9,33) que estaba a temperatura anbiente

Y que tenla por ingredientes:

diluyente de centrifugacion 25 ml
pasta de orvus Q.5 nl
lactosa al 11 % 50 nl
glicerina + mi
yema de huevo 20 wl
agua destilada c.b.p. 100 mi

La cantidad de diluyente que se afadicd fue la necesaria
para realizar una primera resuspensidn a una
cun;Eﬂfracion de B0Q nillones de espernatozorides por
mililitro, parte de la cual se envas¢ en tres macrotubos
ée 4 nmil'y tres pajrllas de Q.5 =nl. posteriornmente se
procedid a diluir el remanente hasta una concentracion de
160 mill/ml, con la que se 1lenaron otros I macrotubes vy
3 paifllas. Desde que se resuspendio el semen con el

diluyente de <centrifugacidn, hasta que se realizd la



. congelacidn pasé un tiempo de entre 20 y 30 minutos como
périoda de . equilibrio (9,20,24,47,56). Se utilizd el
sistema  de congelacion wanual sowetienda ambos tipos de

" envase a-up .proceso de' CongeTehiento en vapores, para lo

cual se.colocaron en posicion horizontal dentro de una

no.sobre una base que se encontraba a i

A;&éiifﬁ!vel de! nitrdgeno  liquido
',_'(&,2{}}3]5@}30),,Déshdé;rde 20 minutos se procedid a  la
ih;f@dﬁdéfs;;rdei-}és envases al termo de nitrégenon. Al
éabo de . 7'dlas”;; descongelaren las npuestras para su
éﬁaljsis postdescongelacion. De cada eyaculado se
descongelaron 3 4 macrotubes y 3 pajillas de cada una de
las 2 concentraciones espermiticas. Para descongelar se
sumergio el macrotubo en agus a una temperatura de §0* C
por 40 segundos (24,37,56), mientras que las pajillas se
sumergieron en agua a 73° C por 7 seg y después €n agua a
37* € por & seg comrc minimo (8,9),

Se analizoe la motilidad progresiva postdescongelado con
ayuda ‘de un microscopio dptico con objetive 100 X, y la
Integridad acrosomal vy morvologfa con microscopio de
contraste de fases. Para esta evaluacidn fue necesario el
contes de 300 espermatoroides por cada una de las
ﬁuestras (1,16,22).

Tanto la motilidad progresiva como el dafo acrosomal
fueron estudfadas estadisticamente medrante un anadalisis
de .varifanza en un Jdisele Tactorial 2 x 2 en la que los
factores considerados fueron 2 concentraciones y 2

sistemas de envasado (10).
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IV, ESULTADOS

Al estudiar la wotilidad en  funcionm de la
presentacion . del  envase fCuadro K* 1) se encontrd wuna
motilidad signiticativamente mayor en el semen fresco que
en el semen descongeladn, Independientenente de i habia
sida envasado en macrotubo o pajilla (P ¢ 0.01). No hubo
diferencia entre macrotubo y pafilla con respecto a la
potilidad pastdéscanéelada. En cuanto al estudio dJde 1ia
nofilidad en relaciaon c@ni!a gnncenfracidn tCuadra N* 22
.se encanrré nefur pnr;eﬁtéje de nufi]idad en aquellos
esperngtozoides epvas;dbs a concentraciones de goo
mill/sal que ern los envasadas-a concentraciones de 100
nill/nf, independientenente del tipo de envase (P < 0.01).
CUADRO N* 1. Variacioen de la motjlidad en funcidp de la

presentacion,

PRESENTACION HGTILIDAD

¢ 2 * e.e.)
FRESCO 80.62 + 2,20 (a)
HMACROTURO 35.31 * 1.81 (h)
PAJILLA . . R 37.69 # 5.33 (p)

titerales de. columna diferentes varian estadlsticanente
(P ¢.0,01)7: - ‘

enique .. .se

. unifaraidad Ten : esteé.



que- en :e{.,qutqntaie;de.5gspernatntoides rorpales en

Funcion'de la concentracisn.utilizada (Cusdro N* 4.

espermadtica.

HOTILIDAD
{3+ e,e.d

29,16 ¢ (.68 (al

4145 % 2,89 (b

- 25.86 # 4,90 (a)

Ll PAJILEA e
e “go0 willsml 53.52 £ 9.75 (b)

Literales:de coluana diferentes varfan estad{sticamente
(P £70,012 : ; - .

CUADRO A 3. Wariacion del porcentaje de esperpatozvides
normales en funcion de la presentacidn  del envase.

PRESENTACION HORMALES
(% * e.e.l
FRESCO 87.00 ¥+ 4.40
BACROTUBG 87,37 + 2.37
PAJILLA - 85,86 ¢ 2.50

P o,a_;.r

No hub; diferencias entre presentaciuvnes con respecto
al daso acrozemal {(Cusdro H® 52, no ax! en funcidn de la
capcentracidon  (Cuadro N* 83, dunde se presentd uka
diferencia sigrnificativa menor en gl promedio de dake
acrosomal en la cuncentracion de 100 nili/nl gue en la

concentracion de 800 mill/ml (P < 0.01).



.

CUADPO Near Var:acxdn del porcentaje de espermatozoides .

normeles en funczbn ‘de-la'concentracion’ ‘espermatica

—‘PRESENTAQIONj.]f?~: caucsnrnAcxon L . NORMALES
Ry SIS : . (% + e.en) .-

2460 milliale ;0 1BEISS #1

HACROTUBO - S e
BT S 800 mili/ml:

S Y 100 mi Rl
CPAJILLA o
R S 800 mill/ml

P 0,05y

CUADRO M Q. Varxacxon en el porcentaje.de: dana acrasonal
:ep. funcidp .de la presentaciodn, - -

PRESENT ACION DARG ACROSOHAL-
(% + e.e. -
FRESCO ;4J519J2_
L "WACROTUBO - '7 'j.erfg'q.gr'L R
PAIILLA as2e0.31

(P> a.05)

£l estudio de ltos danns en ia parte aedia del
eépermatozoide en funcidon de la presentacion (Cuadro N*
reflejd una diferencie estadistica entre el estudio en
fresco vy los envases (P <0.01), por el contrario no se
aprecid nipgun cambio cuandy se evaluo el daru en parte
wedia en fuhcidn de la concentracidén (Cuadro N*® 8).
£! analisis de colas partidas o rotas precisd que tanto
el erecto de la presentacidn comao de la concentracion no
influyeron para obtener variacién en el promedio de este

dafo (Cuadros 2 y 10).

24
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CUADRO “N*.é. Variacion del porcentaje: del dafe acrosomal
en funcion de'la concentracion-espermatica, .

" PRESENT ACLON . CONCENTRACION" DARD ACROSOHAL
) S R (% + e.e.)
100 @ill/al T 2,62 ¢ 0.25 (a)
HACROTUBO - A T T i )
800 miII/ml [ 3.98 4 Q.46 (b)

3.63 # 0,34 (a)
PAJILLA -

4,00 ¢ 0.51 (b)

_ Literales de'co]um 

vardan estad!s{icanenta
PC0.01) eI R e i

CUADRO §* 7, Varfacion.del porcentaje de dafies en parte
nedia-del-espermatozrorde en funcién-de. la presentacidn.

PRESENTACION™ "~ . “DANG"PARTE MEDIA
e S (7 + e.e.)
JFRESGQ. : . 0 0 2.75 £ 0:50 (a) o
WACROTUBO " 1.26%.0.14 (b)
PAJ:LLAf" 407 £ 0,19 (b)

Literales de columna d:ferentes varlan estadfsticanente
(P - 0,01} L :

CUADRO N'.e Varxac!dﬁ déf porcentaje de daRvs en parte
media del e=pernafoza:de en, funcidn de la concentracidn
espermatxca. : .

PRESENTACION.. .. “bducéNTkAcrdN“ DANG PARTE MEDIA
X . T (% + e.e.)

4
=
“

N
N

0'mil1/pl " 1.22 #

HACROTUBO" S
‘mill/nl 1.30 + 0.17%

‘ Jwfll/nl - 0.98 % 0,15
CPAJILLA S B o ,
s 2. 0i11/nl 1.15 + 0.15

r.ye.08)




CUADRO N' 9. Var acfﬁn del. porcentaje de colas partidas
en” func;bn d : resentacidn._;”

g COLAS PARTIDAS

1as partidas

centaj
permatica..

COLAS PARTIDAS
(2 2 e.e.l

Ch R 100 aillimlzi. . 2.70 + 0.27
"HACRAOTUBG - IR : :

"800 millinl 2.59 £ 0.53
S - 100 mill/al 3,06 + 0.31
PAJILLA ¢ -
800 mill/nl 2.33 £ 0.37
P> 0,05}

En cuanto al estudin de las colas dobladas se obtuvo
una diferencia estadistica (P < 0.01) al encontrar mayor
promedio de <¢olas dobladas enh las pajrilas que en los
macrotubos y en fresco (Cuad?ﬂ N® 11). En el cuadro N* 12
se puede ver que la concentracién no influye para que se
presenten varlaciones en el promedio de colas debladas

Todus los casos encontrades sin cola y que fueron
estudiados en funcién de la presentacisén (Cuadro H*  13)
masiraron que en los macrotubos exIste un mayor promedio
de células sin cola que en las pajillas (P ¢ 0.0!). La

concentracién espermatica no incidid en este tipo de dafin
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cion del porcentaje de coIas dobladas

C.O‘LAS“ DOBLADAS
A% tele.)

'oL52 (b

2,29 f_
61 ¢ a 20" (b)
‘o: 37 ta)

“festadlsticanente.,_
(p < a.on - i

CUADRO N°. 12, Varxac!ﬂn ‘delporcentaje de colas-‘doﬁlédés
en funcionde la concentraczon espernatxca.~ : -

PRESENTACION -~ 'CONCENTRACION. -~ COLAS DOBLADAS
B T R RN & e NPT R
L5100 will/sal . 2.s6r 0,23
HACROTUBO “ ¢ 7" - :
o cg00 will/ml . 2,66+ 0,33
Lo 100 willismi 4.21 ¢ 0,52
CUPAIILLAT i T
Sl Eiei goo millvel 3.98 £ 6.54

MR 0.08).

CUABRG " TH® 13, Var:aczon del. porcentaje " de
_espermatozoides sin cala en funczon de Ja -presentacidn, .

i LPRESENTACION ... - USIi:. “coLA~ .
: T TR
FRESCO L 2i04 £.0.417
HACROTUBD - 2.80. % 0.27 <8
PAJILLA 74 * 0.19. tb)

Literales de columna diferentes vsr!an estadlstxcanenta
(F ¢ .Q.01) .
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CUADRG N* {4, Variacion ‘del porcentaje’ de esperwitozoides
#in cola en funcion de-la concentracion espermdtica.

PRESENTACION - '° ''CONCENTRACION ° "~ SIN . COLA
L : (2 * e,e.) .

i CoEEe e N 106 willfal 2.31 4+ 0.27 -
WACROTUBO ' -t - o

: - 800-nill/al 3.30 ¢ 0.47
RGO SN 7160 aill/el o 1.75 002300
PAJILLA "7 7l = . : DA
Sl T ga0 milllal

(P> 0.05)




Y. DI1SCUSION

;n ei _cy;dro N® 1 se presentan los resultados
’qpfenidﬁs .deilé latiijdad &espués de la descongelacioén,
VVEp eét; Vse 5ﬁedé.visqalfzar el efecto detrimental que
Lejeﬁcg; eﬁ;‘qé5ér§J la  c¢ongelacidn =obre las células
"éfpé?paffbas::cfh el caso de los macrotubos la reduccidn
: dg:ls'iétijrdad Tue del e& % en relacién al semen fresco,

ran éuals dista del 41 % de reduccién que presentaron

xloppg. ¥..c0l,.(24); sin eabargo, ia wmotilidad Inicial
pronédio que - determinaron ellos fue de 58 % y la
aoti}idad final fue de. 34 % , en cambio, en este

experxnenfo se deternxno la natllxdad inicial en 80.62 %

v ta final en 35, 31 }r} Cono 5e ve, 1a notflxdad final es
‘senejante 8 la d J pr sente estud:o v. 10 que varia es el

otzlxdad el cual def:ne un criterio

subjetiva de diecha

qluacxon

5;5?,62), pero-que ho es compartido por
de este trabajo por considerar que se esta

nenotprecfando una porcién de espermatozoides mOtiles que

3 g(én:thle;ﬂppiq‘ghtener una mayer cantidad de dusis por
:gx;tpléﬁo.'"' .

‘En: las paji{)afﬁla situacion es parecida, en el sentido
:Je:‘quéi {a reducéion,fue de §0 % , resultando &n una
ﬁétilidéd'“fi@al»‘ﬁé 3% % siendo ésta similar a las

encontradas  zpu}-‘ ufros investigadores t6,7,18,24,

48; 59,001,'la<>¢uales fluutuaron entre 29 1 y 58§ 4.
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Anbos 'resultados qritééiu~.,luv.

generallzado —dé not:!:dad

postdescunge!aczon n buen xnd:cadar dé' ferfilzdad

elevada ;r21 59 60), aunque hay quxenes ap:nan - que debe
ser de, 35 z Ia nin:na cant:dad notil capaz de - obtener
rangos ‘de fertxlxdad aceptables (6,56).
Se - puede xnfer:r que el efecto de 1la presentacién no
znfluyo para que Ia motilidad variara (3}, aunque como era de
esperarse,'tlar conqelacxon produce un deterioro que se

Vnanxfxesta en ura reduccidn cons;derabze an la motilidad

: ffﬁﬁf; colparada 'con la infcial-. (6,9,25,27,44,48,50

LEn_cuanto al efecto que ejercie la concentracion
sabre: la motilidad po?tdes;ongelaaa se puede decir que
fué determinante; Aquellas bajillas y macrotubos que
fueron llenados con semen a concentracidn de 800 uaiflli/ul
tuvieron wmefor respuesta de motilidad que aquellos
envases cuya <concentracifn espermatica fue de 100
mill/ml, coincidiendes con el trabajfo de Aukema (3), que
aunque como se dijo antericrmente utilizo atras
concentraciones el resultado fue similary 40,71 ¥ de
moﬁ{{idad para 250 aill/ml vs, 2£.75 % con 50 mili/ol.

- irrEn los cuadros 3 y 4 se muestra clarampante que el
porcentaje de espermatorordes normales no varfo ente el
qhnejn de la congelacidn - descangelacion a !a que fue
zometido. Segun la “Society for Theriogenoloay” (22) el
"porcentaje de espermatorzoides normales es el punto mas

importante ai estudiar Ia porfologfa espermatica y es
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aceptattle para;;eu}ﬁrffésco:un;proﬁedxu de  normalidades

ninimo - de. 50 (52,59,60,82), 'y especificamente este

'trébajoj:con;‘u} porcentajeide eépermatoznides nornales

posfdescbhﬁeia es . perfectamente compatible

idades: (17,18,59,62), lo principal

Ia conjugacian de los factores

_tenef— un winimo de 200 willones de
_Con wﬁnti!idad progresiva antes de la
'_l;ﬁ;enip;éiaﬁ (35,55,5?). Es fmpurtante aclarar que al
porcentaje de esperaatozoides normales se pueden aRadir
aquellos que tienen una gota citoplasmatica distal ya que
se ha comprobado que ademas de ser un fendmeno nurmal la
falta de desprendimiente de la gota a ese nivel no altera
{a funcion de dicha célula (1),

En  este experimento el dado acrosemal estuvo
infTluenciade directamente por la concentracion
presentando una diferencia signiticativa de mayor grade
de daRo para los envases con conceptracion de 800 mill/ml
que en los de 100 pill/ml. Esto es debide posiblemente a
una reduccion del espacio vital vy de lJa obtencidn de
nutrientes convertibles en ATP intracelular, lo cual
concuerda con el trabajo de Aukema (3) en el gque se
denueitra una cofncentracsdn mayor de ATP intriacelular en
el semen drluide a .50 x 105 espermatozoides/nl, que ern el

semen a 250 x 106 espermatoroides/nl., Gtra explicacidp

3t



pars"esfé EQ@fuééihﬁ}éé due el procese de congelacidn -
'descéngéla?pr':hayéfiérovpca&n una reaccién acrosomal
'igfepatuné._ébﬂ‘fi; ;d%sEqung§ Iiberacién de acrosina vy
Efupéﬁra;rdékfés.ménbranésracrésamales interna vy externa
ﬁanffesfandase estn, a fin de cuentas como un dado
xiéc;oSamaI ‘en el wmictoscopio. 5in embargo, el porcentaje
.a&eiﬁaﬁa éc;agoﬁal.de ias.p}esentaciones postdésconqeladas
uauerfue de 3.27 ‘para el macrotube y 3.52 para la pajf!l;
no se . diferencran de las reportadas por Von Frey (12)
'"buien encontré  anormalidades acrosomales del orden de
7}.65 Y é.??rcuando trabajd con mpacratubos desconée!adas

con el método utrlizado por este estudio. WNo deben pasar
:qésapercibidas dos trabajos publicadas por Volkmann v
‘cb{;:‘(SF;GOJ en los cuales aparecen reportados daRos
..;érééumafes en el vrango de 45 a 53 4 valures que se
‘_;ﬁtojan nuy altos tomande en cuenta que aun faltaria por
l&efinir-lus dalas en parte media y cola, perc a su Tavor
hay, que mencionar el uso de una triple tincién especial
s ver. acresoma, Spermac, 'la cual no Tue utilizada en
este _experimento por considerar que el microscopio de
cantr;ste de Tases con el uso de la solucién de Hanckok
modificada (22) tiene [a resolucién necesaria para tal
Tin., Volkmann ne precisa su nétodo de apreciar el
7;Cfﬁ$0ﬁ§ exclusivamente por o tanto de manera
especulativa se podria pensar que estos resultados
cérresponden a un dalfo total dei espermatorzoide Io cual
'si se relaciona con el uso de una tincién tan reveladora

cono és la Spermac. En el cuadro N' 7 se puede notar



que efectivamente durante el proceso de <congelacién se
ﬁresgntan' canbios estructurales. Hubo upa reduccidn
sigﬁificatfva de los daflos en parte media del 'sznen
fresco al descongelado, independientenente de su
presentacion, 1o cual no parece ldgico, a menos que
dichos cambios se transforaen en otros dafios, como pueden
ser cabezras sueltas, colas partidas etc, EI efecto de la
-concentr@cion ne influyd para encontrar cambios en los
dafvs en parte media.
€l incremento de colas partidas o rotas después de
la descongelacién parece normal encontrarlo debido al
fncesante parejo a que se sumete al semen, sobretode
dufante la centritugacion y que como Tue dicho antes
produce una merma de un § - 10 % en 1la calidad
espermatica. Esto misme sucedid con la presentacidon de
colas dobladas, aunque es de hacer notar ese aumentoe
significative encontrado en las pafillas el cual se
manifestd mads cuando la concentracion fue nmenor, Al
estudiar los espermatozoides sin cola la situacién fTue al
contrarjo, en los macrotubos se precisé un aumento
significativo en el porcentaje de células sin <cola con
respéecto a las pajillas,
Toda 1o anterfor hace reflexiopnar acerca de la poca
" diferencia que se puede definir entre un envase y otro,
en este caso del macrotubo de 4 nl y la pajilia de 0.5
nl, para con los daRos que se producen en el proceso de
congelacion - descongelacion, sin embarge existen algunas

consideraciones que no deben pasar por alte cuando se

2]
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analizan.los &os métodos:

1}). La pajilla entra en un proceso de congelamiento nmas
rapidos que el macrotubo y esto tieme un erecto menns
deteriorante en la calidad del semen (2,11},

2) Con la pajilla se pueden conmeter errores de

descongelacion por wutilizar altas temperaturas can

tiempos tan cortos, en ese sentido el macrotube reduce

los riesgos potenciales durante este eventn (6,32,33).

3) E! porcentaje de daio acresemal postdescongelacion es -
un parametro . puco relevante en comparacion con utros

eventos que merman Rrucho mas la cantidad Tinal de

espermatozoldes viables, por lo tanto no debe ser ‘tomado

en cuenta para determinar la utilizacion de algan envase

para crioconservaciém.

4



vI, COHCLUSTONWES

En wirtud de qﬁé el tpnééiém};ntdr de -semen -de
equina  produce una red&ccion en la noti!?dad final - se
hace necesaria una seleccion del semental para evaluar.la
congelabilidagd de <su semen ya que. existe una ;arcada
ditferencia entre ellos para tal efectn. Esta selectividad

se debe basar en los sigulentes parametros:

Motiltdad inicial minimas &0 .7
Esparmatozoides anormales maxino: 30 %
Anormalidad acresomal nmdxinal 14 %
Concentracion espermatica =inina: 200 nill/mi

El envase criopreservador no es lo importante a
considerar, sine la concentracién a la que se péetende
envasar el semern; Mientras mads concentrada esté Ia
soluctén la respuesta en nmotilidad postdescongelacion
serd nmejor, y en este sentido la pajilla cumple el
abjetiva de obltener una concentraclion espermdtica alta
con: ruy peco volumern resultando en una mayoer cantidad de
dosis. Por Qltino es Importante considerar el criterio de
manejn, el cual se inglina a fTavor del uso del macrotubo
tanto por los riesgos antes mencionados  como por _1ati

" facilidad de almacenaniento y registro.
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