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RESUMEN.

El objetivo de este estudio fue evaluar la calidad postdescongelacion de semen
bovino por medio de técnicas convencionales y avanzadas, correlacionandolas
con el indice de Dispersion de la Fragmentacién del ADN Espermatico (DFI).
Las variables evaluadas mediante técnicas convencionales fueron: Viabilidad y
Morfologia espermaticas utilizando Eosina-Nigrosina (E-N); Concentracion
espermatica [Spz] e Integridad acrosomal con Rosa de Bengala vy
Glutaraldehido Salino Bufferado (GLSB). Con las técnicas avanzadas se
evaluaron: Motilidad, Morfologia y [Spz] con el Analisis de Semen Asistido por
Computadora (CASA); Integridad de la membrana plasmatica mediante el Test
Hiposmotico (HOST) y la Reaccion Acrosomal con la tincién Azul Brillante de
Coomassie (BBC). También se realizaron pruebas de motilidad inicial
progresiva (MIP), motilidad inicial total (MIT) y motilidad inicial subjetiva (MIS).
Ademas se evalud la integridad de la membrana plasmatica con pruebas de
termoresistencia: motilidad progresiva 2 h postdescongelacion (M2P) vy
motilidad total 2 h postdescongelacién, ambas con CASA (M2T), y motilidad
subjetiva 2 h postdescongelacion por microscopia optica (M2S). Se encontro
correlacion entre MIS y MIT (r=0.679; p<0.001), asi como entre MIS y MIP (r=
0.465; p<0.001). No se encontré correlacion entre la morfologia evaluada
mediante E-N y CASA (p>0.05), ni entre GLSB y BBC (p>0.05). La correlacion
existente entre las variables M2P, M2T y M2S con respecto a HOST fue
significativa (M2P, r=0.668; p<0.01; M2T, r=0.645; p<0.05; M2S, r=0.587;
p<0.05). No se encontré correlacién entre E-N y HOST (p>0.05). Entre
termoresistencia y E-N la correlacién fue r=0.578 (p<0.05). La concentracién
espermatica obtenida por medio de la camara de Neubauer [Spz-N] y CASA no
mostré correlacion (p>0.05). EI DFI promedio fue de 5.8% y no mostro
correlacion (p>0.05) con las variables estudiadas. Los resultados obtenidos en
esta investigacion ayudan a conocer las diferencias entre técnicas y a
seleccionar las mas idoneas para evaluar el semen bovino congelado con una
mayor eficiencia, eliminando subjetividad. La evaluacion del DFI es un método
simple, rapido y altamente reproducible para el analisis de la fragmentacién de
ADN espermatico. En resumen, ninguno de los métodos de analisis rutinarios
de la calidad de semen bovino evaluados en este estudio se correlaciono con el
DFI de las muestras analizadas. Por lo tanto se concluye que es importante
incluir la prueba de Dispersién de la Cromatina Espermatica (SCD) para su uso
rutinario en laboratorios de reproduccion asistida y de procesamiento y
evaluacion de semen para determinar la integridad del ADN espermatico antes
de iniciar programas de reproduccion con semen bovino criopreservado. Esta
propuesta contribuira a elevar los porcentajes de fertilidad al utilizar semen
congelado bovino en programas de IA en México y a favorecer el uso de semen
congelado con mayor calidad, contribuyendo a mejorar la eficiencia productiva
y reproductiva de la ganaderia nacional.

Palabras clave: semen, espermatozoide, criopreservado, evaluacion, calidad.



ABSTRACT.

The objective of this study was to evaluate the post-thaw quality of bovine
semen with the use of conventional and advanced techniques, and their
correlation with the Dispersion Fragmentation of Sperm DNA Index (DFI). The
variables evaluated by conventional and advanced techniques were: Sperm
Viability and Morphology using Eosin-Nigrosin (E-N); Sperm Concentration
[Spz] and acrosome integrity with Bengal Rose and Buffered Saline
Glutaraldehyde (GLSB). Advanced techniques were used to evaluate: Motility,
Morphology and [Spz] using a Computer Assisted Semen Analysis (CASA);
Plasma membrane integrity with the Hiposmotic Test (HOST) and Acrosomal
reaction with Brilliant Blue Coomassie (BBC). Also, tests for initial progressive
motility (MIP), total progressive motility (MIT) and subjective progressive motility
(MIS) were performed. The integrity of the plasma membrane was evaluated
with termoresistance tests: progressive motility 2 h post-thaw (M2P) total
motility 2 h post-thaw, both with CASA (M2T), and subjective motility 2 h post-
thaw by optical microscopy (M2S). A correlation was found between MIS and
MIT (r=0.679; p<0.001), as well as between MIS and MIP (r= 0.465; p<0.001).
No correlation was found between morphology findings evaluated by E-N and
CASA (p>0.05), nor between GLSB and BBC (p>0.05). The existing correlation
between variables M2P, M2T and M2S in relation to HOST was significant
(M2P, r=0.668; p<0.01; M2T, r=0.645; p<0.05; M2S, r=0.587; p<0.05). No
correlation was found between E-N and HOST (p>0.05). Between
termoresistance and E-N the correlation was r=0.578 (p<0.05). The sperm
concentration obtained with the Neubauer chamber [Spz-N] and CASA did not
show a correlation (p>0.05). The average DFI was 5.8% and did not show
correlation (p>0.05) with any of the studied variables. The results obtained in
this research help understand the differences among techniques and to select
the ideal ones to evaluate frozen bovine semen with higher efficiency and
eliminating subjectivity. The evaluation of DFI is a simple, quick and highly
reproducible method for the analysis of the fragmentation of sperm DNA. In
summary, neither one of the routine analysis methods for bovine semen quality
evaluated in this study was correlated with the DFI of the analyzed samples.
Therefore it is concluded that it is important to include the Sperm Dispersion
Chromatin test (SCD) for routine use in assisted reproduction and semen
evaluation laboratories to determine sperm DNA integrity before starting
reproduction programs using bovine cryopreserved semen. This proposal will
contribute to increase fertility rates when using bovine frozen semen in Al
programs in Mexico and to favor the use of frozen higher quality semen,
contributing to improve the productive and reproductive efficiency in the national
cattle industry.

Key words: semen, spermatozoa, cryopreserved, evaluation, quality.
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I.

INTRODUCCION.

La criopreservacion espermatica (CP) es wuna biotecnologia de gran
trascendencia, y tiene un papel relevante en la conservacion y difusion de los

recursos genéticos.

La evaluacion de semen es considerada como una practica altamente
recomendable previa a la Inseminacion Atrtificial (IA), dado que posibilita
detectar la calidad del semen contenido en la pajilla (0 ampolleta),

independientemente de su procedencia (Cabodevila et al., 2005).

Si bien no existe ningun examen in vitro altamente correlacionado con la
fertilidad, hay diversas pruebas de laboratorio que permiten estimar la calidad
seminal, muy utiles cuando son realizadas correctamente e interpretadas con

criterio (Catena y Cabodevila, 1999).

En las técnicas de reproduccion asistida, el uso de semen congelado para su
aplicacién en la 1A, es actualmente una practica habitual que ha sido
adoptada de manera rutinaria en la mayoria de explotaciones ganaderas a
nivel mundial (Cruz et al., 2006; Muino et al., 2008).

Aunque es posible criopreservar semen y obtener crias a partir de la IA, la
supervivencia de los espermatozoides después de la CP es muy limitada y
requiere perfeccionamientos adicionales en la mayoria de las especies

(Pérez, 2008), para mejorar los porcentajes de prefnez.

La estimacion de la calidad seminal, con el objetivo de evaluar la fertilidad de
un macho en particular, o la evaluacion de métodos de conservacién de
semen, requieren la contrastacién de la viabilidad, parametros de motilidad
espermatica, morfologia celular y el grado de integridad celular
(especialmente del acrosoma), asi como de distintos componentes del plasma

seminal (Pérez, 2008).

El desarrollo de pruebas de laboratorio que puedan anticipar de forma precisa

el poder fecundante del semen en las diversas especies domésticas,
1



representa un gran reto para los investigadores dedicados a la IA (Uwland,
1984; Parks y Graham, 1992; Hafez, 2000). Dentro de las pruebas que se
efectuan de forma rutinaria en las especies domésticas, las mas habituales han
sido: la determinacion del porcentaje de espermatozoides méviles y la calidad
de movimiento, grado de anormalidades existentes, determinacion de la
integridad del acrosoma ya sea por microscopia de contraste de fases o
mediante técnicas de tincién, y la valoracién del estado de la membrana celular
por medio del test de endésmosis celular. La evaluacién de los parametros
seminales clasicos es fundamental, ya que proporciona criterios sobre el
destino de las dosis, su forma 6ptima de conservacion asi como su posible via

de aplicacion.

La mayor parte de los trabajos realizados sobre evaluacion de fertilidad se
han dirigido a estudiar caracteristicas seminales clasicas, tales como
concentracién y la motilidad espermatica, para establecer su relacion con la
fertilidad. Sin embargo, en la practica se ha comprobado que eyaculados con
valores semejantes de los parametros citados, presentan importantes
variaciones en la fertilidad individual. Estas variaciones pueden ser debidas,
entre otras causas, a un mal funcionamiento de alguno o algunos de los
distintos 6rganos que integran el aparato reproductor masculino y que aportan
fluidos en el proceso eyaculatorio, dando lugar a alteraciones cualitativas y/o
cuantitativas de las secreciones que constituyen el plasma seminal (Marigorta
y Pérez, 2008).



IL

JUSTIFICACION

En la actualidad las muestras de semen criopreservado que se utilizan en
programas de IA son evaluadas por parametros obtenidos a través de un
espermiograma convencional: se mide la concentracion espermatica con un
hemocitdmetro, la morfologia espermatica con una tincidén de Eosina-Nigrosina
y la motilidad progresiva en forma subjetiva por medio de microscopia de
campo claro. Aun asi, se estima que aproximadamente un 10 o 15% de los
machos que presentan parametros dentro de rangos normales no aportan una
informacion completa sobre el potencial fertilizante del semen y la capacidad de
dar lugar a un embriéon sano y una gestacién que llegue a término. En estos
casos el origen de la esterilidad masculina podria deberse, entre otras causas,
a defectos en la membrana del espermatozoide, factores ambientales o
genéticos y por tanto no detectables en el espermiograma (Cortés-Gutiérrez et
al., 2007). Se ha considerado que el dafio del ADN espermatico es causa
importante de infertilidad y ha despertado particular interés debido al riesgo que
implica la transmision de defectos genéticos a la descendencia, en especial,
cuando se utilizan técnicas de reproduccion asistida, donde no es posible
realizar una seleccion espermatica que permita excluir espermatozoides con
dafio en el ADN (Gongora y Fontanilla, 2010). La evaluacién del semen
mediante técnicas in vitro, si ha de tener algun valor predictivo de su capacidad
fecundante in vivo, deberia incluir el estudio de tantas caracteristicas
espermaticas como sea posible, especialmente cuando se trata de dosis de
semen congelado o cuando se estan evaluando nuevos métodos de CP. Un
estudio exhaustivo del semen congelado requiere determinar algunos otros
parametros para determinar la capacidad del espermatozoide para fertilizar y
desarrollar un embrion de buena calidad que pueda llegar al término de la
gestacién. Entre los inconvenientes de las técnicas clasicas utilizadas para
evaluar la calidad seminal se puede citar, la subjetividad de las mismas, puesto
que los resultados dependen en gran parte de la experiencia y habilidad del
técnico, y ademas el numero de células analizadas en cada muestra suele ser

pequeno y por tanto no representativo de la poblacién espermatica. Por otra

3



parte, la mayoria de las tinciones para microscopia Optica empleadas
tradicionalmente para la evaluacion espermatica, requieren el uso de fijadores,
como Formaldehido y Glutaraldehido, que suelen interferir con los diluyentes
utilizados para la congelacion, dificultando el analisis. Por lo tanto éstas
técnicas no son recomendables para la evaluacion de semen criopreservado
(Muifio et al., 2005). Por lo anterior, se justifica evaluar la calidad de semen
bovino criopreservado con técnicas aplicables a nivel de campo y con técnicas
modernas de laboratorio, y correlacionarlas con la dispersién que muestra el
ADN fragmentado a través de la obtencién del indice de Dispersién de la
Fragmentacion del ADN Espermatico (DFI) (Lépez-Fernandez et al., 2007),
para lograr una evaluacién éptima de muestras de semen congelado y en su
caso proponer el uso de pruebas de mayor confiabilidad para ser utilizadas en
nuestro pais a fin de proponer el uso de las técnicas disponibles para la 6ptima
evaluacion seminal. Esto en consecuencia favoreceria el uso de semen
congelado con mayor calidad, lo que a su vez contribuiria a mejorar la

eficiencia productiva y reproductiva de la ganaderia nacional.



III. HIPOTESIS.

Las pruebas para la evaluacion del semen de bovino criopreservado mediante
técnicas convencionales y avanzadas estan relacionadas con el indice de

fragmentacion de ADN espermatico.

IV. OBJETIVOS.

IV.1 Objetivo General

Determinar mediante pruebas in vitro la calidad de semen bovino
criopreservado y su relacion con el indice de fragmentacion del ADN

espermatico.
VI.2 Objetivos Especificos.

Evaluar pajillas de semen bovino congelado-descongelado, provenientes de
diferentes fuentes y animales al azar, utilizando técnicas de tipo tradicionales y

subjetivas, y otras de mayor precision y objetividad.

Determinar la motilidad de espermatozoides descongelados, mediante
microscopia optica como técnica convencional y de campo, y por medio del
Analisis de Semen Asistido por Computadora (CASA).

Evaluar la morfologia espermatica mediante la tincién Eosina-Nigrosina (E-N),
que comunmente se utiliza como técnica de campo, y por medio de CASA

como técnica de laboratorio.

Evaluar la integridad del acrosoma espermatico mediante la fijacion con
Glutaraldehido Salino Bufferado (GLSB) y microscopia de contraste de fases, y

por la tincion Azul Brillante de Coomassie (BBC).

Evaluar la integridad de la membrana plasmatica mediante el Test Hiposmético
(HOST) y comparar resultados con las técnicas de termoresistencia y viabilidad
por medio de E-N.



Medir el indice de Dispersion de la Fragmentacion del ADN Espermatico (DFI)
del espermatozoide mediante la técnica de Dispersiéon de la Cromatina
Espermatica (SCD).

Determinar si el DFI presenta una correlacion con los resultados de motilidad,
viabilidad, morfologia, estado del acrosoma e integridad de la membrana

plasmatica.



V. ANTECEDENTES.

La disminucién de la fertilidad en los machos tiene un impacto econémico
negativo en la produccion de leche y carne en el ganado bovino (Sanchez,
2000).

La IA ha tenido un papel central en el mejoramiento genético del ganado. El
uso generalizado de esta técnica y el logro de su completo potencial requiere

de la preservacion del semen por largos periodos (Espinosa, 1991).

La IA ya habia sido utilizada por los arabes en el siglo XVI, pero no fue hasta
1779 cuando Lazaro Spallanzani, un fisidlogo italiano experimentd con semen
de perro y consiguié prefiar una perra, infundiéndole semen fresco
directamente en el utero (citado por Sorensen, 1982; Hafez, 2000). Sin
embargo, en Rusia se inicid la difusion masiva de la IA; en 1949 existian en ese
pais 4,638 centros de IA, y se inseminaron 825,000 vacas y 15 millones de

ovejas (Sanchez, 2000).

Los primeros becerros de semen bovino congelado nacieron en Inglaterra en

1951 y en Estados Unidos dos afos después (Sanchez, 2000).

En México la IA se lleva a cabo en mayor escala a mediados de los afios 60
por el Instituto Nacional de Inseminacion Artificial y Reproduccion Animal,
dependiente de la Secretaria de Agricultura y Ganaderia (Espinosa, 1991). En
el 2000 se estim6é que solo se insemind el 4.3% de las vacas en México
(Sanchez, 2000).

VI. ASPECTOS GENERALES.

El semen congelado es aquel que una vez diluido puede almacenarse por
tiempo indeterminado a temperaturas de congelacion y constituye un medio
muy eficiente de conservacion de semen. Este semen se conserva a

temperaturas muy bajas, en la actualidad el medio mas comun de



almacenamiento es Nitrogeno Liquido el cual tiene una temperatura de -196 °C
(Sorensen, 1982).

En algunas especies domeésticas como en los bovinos el uso de la técnica de
IA se ha extendido desde que se comenz6 a utilizar en el afo 1951,
dependiendo casi exclusivamente de semen congelado, lo que ha hecho
posible utilizar intensamente y difundir el potencial genético de sementales

superiores a un costo razonable (Salisbury et al., 1978).

En cualquier caso, la CP, cuyo propésito es garantizar la supervivencia del
semen, causa dafios irreversibles en la membrana plasmatica. Esto conlleva a
la muerte de un gran numero de espermatozoides o, en los supervivientes,
cambios similares a los observados durante la capacitacién espermatica, que
provocan un acortamiento de su periodo de vida util. Incluso con las mejores
técnicas disponibles para la CP, la supervivencia postdescongelado de la
poblacion de espermatozoides es aproximadamente del 50%. Por otra parte la
integridad de la membrana plasmatica del espermatozoide es importante para
una exitosa CP, y es bien sabido que ocurren cambios bioquimicos vy
estructurales en la membrana plasmatica del espermatozoide durante el

proceso de congelado y descongelado (Barth, 1989).

La morfologia y la motilidad espermaticas, el numero de espermatozoides por
inseminacion, el porcentaje de reaccién acrosomal y la fertilizacion in vitro (FIV)
han sido ampliamente evaluados como indicadores de la habilidad del

espermatozoide para fertilizar un évulo (Moura, 2005).

Existen grandes diferencias entre sementales tanto en la fertilidad maxima
alcanzada, como en el numero de espermatozoides necesarios para obtenerla,
respondiendo cada macho a una curva de fertilidad diferente, que puede variar
a lo largo de la vida del animal. Por tanto, los parametros que determinan la
calidad o fertilidad potencial de una dosis seminal, pueden ser de dos tipos

segun Marigorta y Pérez (2008):



1. Caracteres compensables: son aquellos en los que la elevacion del numero
de espermatozoides presentes en la dosis seminal, proporciona una mejora en
los resultados de fertilidad obtenidos tras la aplicacion de la misma. Estos
caracteres se relacionan con la capacidad del espermatozoide de alcanzar y
penetrar al ovocito después de la IA, como por ejemplo la movilidad, integridad

de membrana, viabilidad, e integridad acrosomal.

2. Caracteres no compensables: son aquellos en los que las diferencias de
fertiidad entre machos no pueden reducirse aumentando el numero de
espermatozoides en la dosis seminal. Estos caracteres estan relacionados con
la contribucion paternal al desarrollo del embrién, como las caracteristicas
ligadas al ADN o ciertas morfoanomalias espermaticas hereditarias (grado de
condensacion de la cromatina, defectos de cromatina, anormalidades de

cabeza).

Al efectuar la evaluacion, ambos tipos de caracteres deberan ser examinados
de forma independiente.

La fertilidad del semen es un mecanismo complejo que depende de las
propiedades espermaticas de movimiento, reconocimiento celular, fusién de
membranas, entre otras. Por ello, para poder evaluar todas estas propiedades,
es necesaria la integracion de varias pruebas de laboratorio. Actualmente se
emplean multiples métodos de laboratorio para evaluar la calidad seminal, lo
cual indica que no existe ningun método universal que pueda predecir la
fertilidad de las dosis, y el éxito de la IA es el unico método definitivamente
valido para evaluar la calidad de las pajillas de semen que se utilizan (Barth,
1989).

En el momento de aplicar una dosis seminal, el numero de espermatozoides

que alcanzan el oviducto es muy inferior al numero inicialmente depositado.

Ademas, la poblacién espermatica que alcanza el oviducto esta enriquecida

tanto desde el punto de vista de normalidad espermatica, como de movilidad.

La zona pelucida constituye una barrera o filtro adicional, ya que impide el paso

de espermatozoides con anormalidades. Una consecuencia directa de este
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proceso de seleccion, es que en aquellos eyaculados de peor calidad, la
seleccién sera mas intensa por lo que es necesario emplear un mayor numero
de espermatozoides en la dosis seminal para asi alcanzar un nimero minimo
de espermatozoides competentes en el lugar de fertilizacion. En aquellos
sementales con espermatozoides capaces de alcanzar el ovocito e iniciar el
proceso de fertilizacion y desarrollo embrionario, pero incapaces de mantener
estos procesos, seria inutil incrementar la fertilidad aumentando el numero de

espermatozoides por dosis seminal (Marigorta y Pérez, 2008).
VI.1 Factores que determinan la respuesta a la IA.

El método de IA permite utilizar los mejores toros a un precio que de otra forma
resultaria muy costoso (es mas econdémico el costo de dosis de semen y la
mano de obra necesarias para la IA, que tener un macho de monta libre y
mantenerlo) ademas de que el uso de sementales sobresalientes ofrece la
oportunidad de mejorar genéticamente los animales del hato y también
constituye una forma de prevenir algunas enfermedades reproductivas en las
que los toros se consideran vectores tales como Brucelosis, Leptospirosis y

Tricomoniasis, entre otras (Hafez, 2000; Galina y Valencia, 2006).

El resultado de la IA es la consecuencia de una serie de eventos
concatenados. Cuando se inseminan hembras fértiles, con una condicidén
corporal adecuada, el programa de IA resultara exitoso si se cuenta con un
sistema de deteccion de celos eficiente, si se utiliza semen de buena calidad y
si la técnica la ejecutan inseminadores experimentados (Catena vy
Cabodevilla, 1999).

La compafiia American Breeders Service elabor6 una “ecuacién de
reproducciéon”, en ésta ecuacion se muestra el efecto de las variables sobre el
porcentaje de becerros producidos (Cuadro 1). Este cuadro nos muestra
diferentes factores que tenemos que tomar en cuenta al iniciar un programa

de IA y hacerlo mas eficiente.
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Factor A. Porcentaje detectado e inseminado del hato. Este es influido por el
porcentaje de vacas en celo, las condiciones de nutricion del hato y la

capacidad de deteccion de los vaqueros.

Factor B. Fertilidad porcentual del hato. Debe determinarse a partir del

historial reproductivo del hato de vacas.

Factor C. Fertilidad porcentual del lote de semen. Depende en gran parte del
origen del semen y de la capacidad del productor de mantener una alta

calidad.

Factor D. Eficiencia del técnico inseminador en porcentaje. Se determina con

base en las experiencias y resultados previos.

Tabla 1. Porcentaje de becerros producidos por |IA, durante un ciclo estral.

0,
Factor A B C D b % de
ecerros
producidos
por IA.
Afectado | v9% de Eficiencia Calidad en Eficien-
por ocurrencia del manejo el cia del

de celo. del hato procesamien | técnico

% de vacas Intervalo de to de semen. | insemi-

en celo descanso nador

detectadas. sexual

Descanso después del

sexual parto

después

del parto.

Nutricion

adecuada.

= 0,
Casos A X B X C X D %
Situacién Ideal
1 95 X 90 X 95 X 100 = 81.2
Buen porcentaje del hato inseminado (85 %), otros factores ideales.
2 85 X 90 X 95 X 100 = 727
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.... Continuacion Tabla 1.

Bajo porcentaje del hato inseminado (60%), baja fertilidad en el hato 10%,
3 otros factores ideales.

60 X 80 X 95 X 100 = 45.6
Todos los factores disminuidos 10%
4 85 X 80 x 85 x 90 = 520

Porcentaje del hato inseminado y eficiencia del técnico, disminuidos 10%,
5 otros factores ideales.

85 X 90 X 95 X 90 = 65.4
Porcentaje regular del hato inseminado (70%)); fertilidad del semen
6 disminuido (15%), otros factores ideales.
70 X 90 X 85 X 100 = 53.5
Baja fertilidad del semen (50%), Otros factores ideales.
4 9%  x 90 x 50 x 100 = 428
Poca eficiencia del técnico (60%), otros factores ideales.
8 9%  x 90 x 95  x 60 = 487

Baja fertilidad del semen (50%); poca eficiencia del técnico (60%); otros
9 factores ideales.

95 X 90 X 50 X 60 = 256

Fuente: Sorensen, 1982.

VL.2 Problematica actual de los centros de procesamiento de

semen.

En México, a partir de la década de los afos 50, la ganaderia bovina ha
experimentado un fuerte crecimiento. Actualmente ocupa grandes extensiones
de tierra, sobre todo, en las areas tropicales, donde este crecimiento ha sido

doble y hasta triple que el resultante de la media nacional.

El inventario ganadero de México en la ultima década, de acuerdo con
estadisticas de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacién (SAGARPA), se ha reducido de 32,054,300 cabezas en
1990 a 30,520,432 en el 2000; sin embargo, el decremento en el numero de

cabezas de ganado bovino durante esta década se ha mantenido constante,
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con ligeras variantes en algunos anos (SAGAR, 1990, SAGARPA 2000). De
acuerdo con la informacién proporcionada por SAGARPA en el 2012, la
produccion nacional actual de ganado bovino, confirma que tenemos un
inventario nacional de 31 millones de cabezas de ganado bovino total; 2

millones de bovinos leche y 29 millones de bovinos carne (Ley-Lopez, 2012).

Lo mas viable para mejorar estos indicadores en el mediano plazo, es a través

de la técnica de mejoramiento genético como la IA.

Con el fin de satisfacer la carencia de semen de bovino de alta calidad a nivel
nacional, tienen injerencia las compafiias dedicadas a la produccion y/o
importacion de semen de toros de excelente potencial genético, ideales para

utilizarse en la IA dentro del pais (Sanchez, 2000).

La IA en México tuvo su inicio en el afio de 1939, cuando se funda el primer
Departamento de IA, dependiente de la Direccidon de Investigaciones Pecuarias
de la Secretaria de Agricultura y Fomento estableciéndose oficialmente en el
afio de 1942 (Espinoza, 1991). En los afios 60 continua en aumento, de 1976 a
1983 se producen en el centro de coleccién y congelaciéon de semen de
Ajuchitlan 4,501,110 dosis, mientras que la iniciativa privada reporta el uso de
228,252 dosis de semen y en el afio 2000 se reporta que se insemino al 4.3%

de las vacas en el pais (Sanchez, 2000).

Siendo México un pais importador, también en el renglén de la IA se manifiesta
con un importante numero de dosis de semen bovino que se importan al pais,
siendo en el afio de 1998, 1,171,241 dosis las que se importaron (Sanchez,
2000).

Basicamente la oferta que tiene el ganadero de disponibilidad de dosis de
semen para sus programas de IA incluye la de sus propios sementales, asi
como semen originario de paises europeos (Francia, Holanda, Alemania,
Espafa, Suiza e Italia) desde 1994 y sobre todo semen de los miembros del

Tratado de Libre Comercio de Norteamérica (Estados Unidos y Canada).
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También se importan pequenas cantidades de Nueva Zelanda y Australia
(Sanchez, 2000).

La técnica de IA tiene una baja difusidon en el pais, si consideramos que la
poblaciéon bovina actual es de cerca de 30 millones. Se concentra el uso de
ésta técnica en el ganado especializado principalmente en la produccion de
leche. No existen todavia cifras actualizadas, pero se estima que entre el 55 y
60% de las vacas lecheras se inseminan actualmente y solo un 3 al 5 % de las

vacas de carne (Sanchez, 2000).

El procesamiento de semen bovino en el pais es de caracteristicas muy
especiales pues habia que aclarar que no todo el semen procesado se aplica,

sino mas bien se utiliza como un seguro para el propietario de los toros.

La manera de procesamiento de semen bovino en México se lleva a cabo tanto
en laboratorios donde uUnicamente se procesa semen colectado de ranchos
lejanos y el Centro de Inseminacién en donde se encuentran los toros que se

trabajan regularmente segun la Norma Oficial Mexicana (NOM-027-ZO0-1995).

Los laboratorios en general se mantienen dentro de un radio de accién
determinado, haciendo coleccion a distancias considerables. Se procesa
semen de sementales cuyos duefios los mantienen sin pruebas de progenie
sino unicamente por méritos individuales (NOM-027-Z0O0-1995).

En México el procesamiento de semen se lleva a cabo con una gran diversidad
de recursos técnicos, ya que existen laboratorios bien equipados con el
material necesario para un buen proceso, pero existen también laboratorios con
equipo basico que no resulta apropiado para un buen proceso y sobre todo que
no podrian cumplir con los requisitos para la exportacion de semen (Espinosa,
1991).

En cuanto a la disposicion de semen nacional, se sabe que en el medio mucho
del semen que se maneja es procesado localmente por colegas mexicanos que
en un alto porcentaje de los casos no tiene la capacidad técnica para producir

un semen de calidad satisfactoria. Por ejemplo, hay dosis de semen en las que
14



la Unica informacion en la pajilla es el numero de toro y no se encuentra
informacion referente al numero de lote, su raza, la fecha de congelacion, no
hay indicaciones sobre quien lo procesé. Sin embargo, también es posible
encontrar semen congelado de excelente calidad, pero generalmente este

proviene de companiias establecidas o registradas.

En una encuesta realizada a varios Centros de Procesamiento de Semen
(Espinosa, 1991) se encontré que el 100 % de los laboratorios evaluaban la
motilidad, pero unicamente el 50 % de los encuestados evaluaban Morfologia y
Anormalidades. Es importante senalar que el 85 % de los encuestados conoce
la NOM para el procesamiento de semen, pero tan solo el 65 % de los
laboratorios encuestados cumple con lo descrito en dicha Norma. Para 1991
(incluir datos actuales), el porcentaje de semen disponible en el pais provenia
un 74 % de Centros de Procesamiento de Semen e IA y un 25 % de

laboratorios o productores independientes (Espinosa, 1991).

En las técnicas de reproduccion asistida, el uso de semen congelado-
descongelado para su aplicacién en la IA, es actualmente una practica habitual
que ha sido adoptada de manera rutinaria en la mayoria de explotaciones

ganaderas a nivel mundial (Cruz et al., 2006; Muifio et al., 2008).

VII. EFECTOS DE LA CRIOPRESERVACION EN EL
ESPERMATOZOIDE.

La IA y la CP del semen han significado una mejora en la cria potencial del
ganado bovino. Sin embargo existen diferentes protocolos de congelacién de
semen y en algunos el resultado es desfavorable ya que se reduce la calidad

del semen.

Los métodos de congelacion de semen surgen debido a la necesidad que se
tiene para poder conservar la viabilidad de los espermatozoides por un tiempo
prolongado o indefinido, comodidad en Ila manipulacion del paquete

espermatico y facilidad de transporte cuyo objetivo contempla el mejoramiento
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genético de los hatos en base a la utilizacién de toros con caracteristicas

genéticas y productivas superiores para ser usados en la IA (Sorensen, 1982).

Sin embargo, aunque se parta de un semen de alta calidad, la viabilidad de
los espermatozoides puede verse afectada durante la distribucién y el
almacenamiento, si en estas etapas no se realiza un cuidadoso manejo del

producto y de su procesamiento (Baracaldo et al., 2007).

La CP produce una serie de efectos sobre la funcionalidad y la estructura
espermatica, algunos de los cuales se describen a continuacion: El llamado
choque frio que se presenta durante el periodo de enfriamiento hasta llegar a la
temperatura de congelacion del semen, se da cuando se presenta el descenso
térmico de los 30 a los 0 °C. Se ha observado que durante éste proceso se
producen alteraciones en las superficies de los espermatozoides, hay pérdida
irreversible de la motilidad, de la actividad metabdlica y de la capacidad de
fecundacion (Hamamah et al., 1990, Contri et al., 2010). Se ha postulado que el
choque frio esta relacionado con los cambios en la transicion de fase de los
lipidos de la membrana y con una alteracion del estado funcional de la misma.
Es por ello que se recomienda que el descenso de la temperatura se lleve a
cabo siguiendo los protocolos cuidadosamente. Sin embargo un enfriado lento
también puede inducir un estrés sobre la membrana plasmatica del
espermatozoide. Tal estrés ocurre por debajo de los 0 °C. Otra zona critica que
se presenta durante el proceso de congelacidén se encuentra entre -15 y -25 °C,
ya que a esta temperatura es cuando se lleva a cabo la cristalizacion del agua
y con ello la separacion de electrolitos y material coloidal. Es decir, al alcanzar
estas temperaturas se comienzan a formar cristales intracelulares, logrando
que por el fendmeno de la cristalizacion todos los solutos queden separados
del cristal, aumentando asi la concentracidén de sales en la porcidn de agua que
aun no se congela y exponiendo a la célula a éstas altas concentraciones de
sales (efecto solucién). Durante esta fase, si el tiempo de exposicion de las
células a las soluciones hipertdnicas es demasiado largo, se puede causar un
dafo a las proteinas de la membrana plasmatica del espermatozoide. Aunado

a ello, el agua también se difunde hacia el exterior de la célula con la finalidad
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de que la concentracion de sales se equilibre tanto interna como externamente,
sucediendo asi la deshidratacion celular. Por otra parte si el agua no sale
rapidamente se da la formacion de cristales intracelulares que pueden danar

mecanicamente a la célula (Palacios, 1994).

Debido a lo antes mencionado, cuando el semen se ha conservado congelado
durante un largo periodo de tiempo, al descongelarse se debera hacer una
valoracién del mismo para saber si ha sido afectada su viabilidad (Palacios,
1994; Martinez, 2007).

VII.1 Alteraciones en las membranas celulares.

El plasmalema (membrana plasmatica) es la estructura espermatica que resulta
mas severamente dafiada (Parks y Graham, 1992), aunque la membrana
acrosomica externa y las membranas de la mitocondria también se ven
afectadas (Watson, 1995).

Se postula que los cambios estructurales afectan principalmente a las
membranas, debido a una reordenacién de los lipidos de la membrana durante
la congelacion-descongelacion, alterandose asi las asociaciones lipido-lipido y
lipido-proteinas, necesarias para una funcién normal de las membranas
(Salomon y Maxwell, 1995; Martinez, 2007). Estas alteraciones estructurales
provocan pérdida de enzimas intracelulares y trastornos en el balance iénico,
con pérdida de la permeabilidad selectiva del plasmalema y trastornos en el
metabolismo aerdbico y glucolisis anaerdbica, comprometiendo todas aquellas
funciones celulares energético-dependientes, como la motilidad. De igual forma
se produce pérdida de enzimas responsables de la metabolizacion de las
Especies Reactivas de Oxigeno (Reactive Oxigen Species, ROS) y la
disminucién de compuestos antioxidantes (alfa-tocoferol, acido ascorbico,
taurina e hipotaurina) en el medio extracelular tras la dilucién y/o centrifugacion

previa a la congelacion (Brouwers et al., 2005).
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VIL.2 Modificaciones del medio interno.

Se producen alteraciones en el balance iénico del sodio, zinc y calcio, que se
acumulan en el espacio intracelular, y del potasio y magnesio, que salen

masivamente de la célula (Watson y Plummer, 1985).

Aunque existen grandes diferencias individuales, el incremento de calcio
intracelular es muy caracteristico de la especie porcina en comparaciéon con
otras especies y se debe a una alteraciéon de la bomba que lo regula (White,
1993), ya que las proteinas de membrana que funcionan como bomba de iones
disminuyen su actividad con el descenso de la temperatura (Watson y
Plummer, 1985).

Existe, asimismo, una relacion directa entre la actividad de diversas enzimas,
propias del espermatozoide, y la calidad del semen. Cuando la célula
espermatica se dafa, sus membranas se inactivan o se destruyen y enzimas
intracelulares, como aspartato aminotransferasa y lactato deshidrogenasa,
aumentan su concentracion en el medio extracelular. La liberacion de estas
enzimas al medio extracelular esta relacionada, por tanto, con las lesiones
sufridas por los espermatozoides durante los distintos tratamientos a los que es
sometido el semen para su conservacion. La medida de sus actividades es un
indicador de la integridad celular y se puede considerar como un parametro

bioquimico util para definir la calidad seminal (Pérez, 2008).
VIL.3 Efectos sobre el citoesqueleto.

Los danos ocasionados a las células espermaticas se han enfocado
principalmente a realizar estudios a nivel de las membranas (Watson, 1995;
Noiles et al., 1997; Neild et al., 2003), pero poco se ha estudiado el dafio
espermatico ocasionado por el proceso de CP a nivel de otras estructuras

celulares como el citoesqueleto.

Muchas de las proteinas del citoesqueleto ejercen una funcion estabilizadora

del plasmalema (Holt y Van Look, 2004), con un comportamiento de
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despolimerizacion y repolimerizacion dependiente de la temperatura (Watson,
1995). El glicerol, ademas, altera a los microtubulos, lo que repercute
indirectamente sobre la membrana. Por otro lado, los rapidos cambios del
volumen celular influyen sobre el sostén esquelético de las membranas

plasmatica y acrosomal, aunque poco se conoce al respecto (Watson, 1995).

En la alteracion estructural de la membrana plasmatica de la region acrosomal
influyen las dimensiones de la cabeza espermatica: en el espermatozoide de
las especies mas vulnerables ésta es alargada y plana, distinta de la mas
pequena y convexa de las especies resistentes. El componente citoesquelético
estabilizador parece no estar presente en la regién anterior de la cabeza, con lo
que las consecuencias del enfriamiento serian mas graves en las especies con

espermatozoides de cabeza plana y alargada (Watson y Plummer, 1985).
VIL.4 Efectos sobre la motilidad

La motilidad espermatica es un factor critico para que pueda realizarse la
fertilizacion, puesto que le permite al gameto masculino aproximarse al
femenino y le facilita atravesar la zona pelucida del ovocito para lograr su
objetivo (Felipe-Pérez, 2009).

Para que un espermatozoide sea capaz de fecundar a un ovocito ha de reunir
una serie de requisitos, entre ellos, tener motilidad progresiva. Dicho parametro
ha sido y sigue siendo el mas utilizado para valorar la calidad de un eyaculado
o0 de una dosis seminal. EI movimiento activo de los espermatozoides es
imprescindible para la colonizacion del oviducto durante la fase de transporte
sostenido en el tracto genital de la hembra, y para que tenga lugar la
fecundacion. Ademas, la motilidad es una manifestacion de viabilidad
espermatica y de integridad celular. Un eyaculado con un porcentaje bajo de
espermatozoides moviles, o ausencia de motilidad, automaticamente sera

descartado para su conservacion (Den Daas, 1992; Holt y Van Look, 2004).

Tal como han sefialado Brouwers et al. (2005), la peroxidacion lipidica es

particularmente intensa en la pieza intermedia, lo que explicaria la disminucién
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de la movilidad espermatica tras la descongelacion. Los cambios cualitativos de
la movilidad después de la descongelacion, presentan similares caracteristicas
a los espermatozoides hiperactivados a consecuencia de la capacitacion

espermatica previa a la fecundacion (Schmidt y Kamp, 2004).
VIL5 Efectos sobre el niicleo.

El fendmeno de supercondensacion de la cromatina nuclear se ha constatado
en espermatozoides criopreservados de verraco (Hamamah et al., 1990),
relacionandolo con una alteracion de la capacidad fecundante y del desarrollo
embrionario. También Martin-Rillo et al., (1999) asocian los trastornos del
desarrollo embrionario a alteraciones en la organizacién de la cromatina
nuclear, pues encuentran una mayor proporcion de embriones en estadios
menos avanzados del desarrollo, y también de embriones degenerados en
cerdas inseminadas con semen descongelado, en comparacion con otras que

fueron inseminadas con semen refrigerado.

En un estudio, Fraser y Strzezek (2007) han descrito un incremento de la
fragmentacion del ADN del nucleo de los espermatozoides porcinos después

del proceso de congelacién-descongelacion.
VIIL.6 Criocapacitacion.

La capacitacion es el proceso por el cual la membrana plasmatica del
espermatozoide es alterada por la adicién de ciertas proteinas del plasma
seminal durante la eyaculacién y después son removidas por otras proteinas de
los fluidos del tracto reproductor de la hembra durante el transporte del
espermatozoide. Es un evento gradual y prerrequisito esencial para la
fertilizacion, la cual in vivo toma lugar durante la exposicion secuencial del
espermatozoide a los diferentes compartimentos del tracto genital de la hembra
que ocurre durante el transporte espermatico. Para alcanzar este estado en el
espermatozoide eyaculado deben ser removidas proteinas del plasma seminal
que se unieron a la superficie del espermatozoide, particularmente las
proteinas de la regién acrosomal (Rodriguez-Martinez, 2000, Olivera et al.,
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2006; Lusignan et al., 2007, et al., 2008; Gadella et al., 2008). La capacitacion,
se caracteriza por la salida de colesterol de la membrana y por el ingreso de
Ca++ y HCO3- al citosol (Yanagimachi, 1994; Visconti, 1998; Breitbart y Naor,
1999; Theiren et al., 2001; Olivera et al., 2006).

Watson (1995) menciona que el enfriado y la congelacion del semen, inducen
cambios en los espermatozoides que simulan aquellos producidos durante la
capacitaciéon y la reaccion acrosomal, fenébmeno que ha sido llamado

criocapacitacién o falsa capacitacion.
VIII. ANALISIS DEL SEMEN BOVINO POSTDESCONGELACION.

El conocimiento de la fertilidad o de la capacidad fecundante de cada toro es
uno de los principales objetivos en la produccion de semen bovino. Un requisito
indispensable para el desarrollo de las nuevas técnicas de reproduccion
asistida es que el semen utilizado mantenga su capacidad de fertilidad después
de haber sido CP.

El objetivo de las pruebas de laboratorio desarrolladas in vitro es permitir
determinar cuantos espermatozoides y qué células espermaticas son
funcionalmente competentes para alcanzar el proceso de fertilizacidon con éxito.
La relacion cuantitativa-cualitativa en los espermatozoides de una dosis
seminal es un concepto fundamental en la valoracién de la fertilidad de un
macho, asi, la fertilidad de un macho se incrementa conforme aumenta el
numero de espermatozoides presentes en la dosis seminal hasta alcanzar un
maximo, a partir del cual no hay incrementos de fertilidad y comienzan a actuar

los factores limitantes de la hembra (Marigorta y Pérez, 2008).

La evaluacién del semen mediante técnicas in vitro, si ha de tener algun valor
predictivo de su capacidad fecundante in vivo, deberia incluir el estudio de
tantas caracteristicas espermaticas como sea posible, especialmente cuando
se trata de dosis de semen congelado o cuando se estan evaluando nuevos
métodos de CP (Muifio et al., 2007).
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Muchos investigadores en el area de la reproduccién animal estan tratando de
disenar el “analisis seminal ideal’, que valore adecuadamente y prediga la
fertilidad de una muestra seminal. El analisis de semen ideal seria aquél que de
forma sencilla y eficaz permitiera predecir la capacidad fecundante de un

eyaculado concreto (Hidalgo et al., 2005).

Las cualidades que deben tener los espermatozoides de un eyaculado
fecundante son: motilidad progresiva, morfologia normal, metabolismo
energético activo, capacidad para desarrollar una motilidad hiperactivada,
integridad estructural y funcionalidad de la membrana, integridad de las
enzimas asociadas con la fecundacion, capacidad de penetracion y
transferencia 6ptima del material genético (Hidalgo et al., 2005; Muifo et al.,
2005).

Actualmente, el andlisis seminal clasico ha mejorado mediante la introduccion
de nuevas técnicas analiticas procedentes de otros campos de la investigacion
cientifica. Asi, el estudio de la motilidad espermatica, la concentracion
espermatica y las anomalias morfoldgicas que anteriormente se hacian de
manera subjetiva, pueden realizarse en la actualidad mediante el uso de
métodos computarizados de analisis. La incorporacion de estos métodos
informaticos atenua en gran parte el factor subjetivo del analisis seminal y
garantiza una mejor correlacion con la capacidad fecundante del
espermatozoide (Hidalgo et al., 2005). Cabe destacar que hasta el momento no
se ha conseguido un método de evaluacion seminal in vitro, que al utilizarlo
solo o en combinaciéon con otros sea capaz de predecir de forma segura la
capacidad fecundante de una muestra de semen. Sin embargo, debido a que la
valoracién in vitro de la calidad seminal es muy importante en la valoracion
androlégica de los machos y es, ademas, el mejor indicador del grado de
conservacion del semen congelado-descongelado, se llevan a cabo multiples
investigaciones para disefiar técnicas que midan la capacidad fecundante del

semen fresco y congelado.
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VIII.1 Motilidad.

La motilidad es uno de los parametros mas importantes del anélisis seminal.
Hasta hace pocos afios el estudio de la motilidad espermatica se hacia
exclusivamente mediante métodos semicuantitativos. Estos métodos evaluan el
porcentaje de espermatozoides maviles, asi como el tipo de movimiento que
presentaba la media de una poblacion espermatica. Estas medidas ofrecen una
descripcion general de la motilidad espermatica, pero la exactitud y precision
estan limitadas por las condiciones del sistema de medida y por la destreza del
observador. A pesar de ello, la valoracidon subjetiva de la motilidad hecha por
personas experimentadas es de gran valor, debido a que la informacién se
presenta de forma inmediata, al tiempo que es un método econdémico y facil de
llevar a cabo. La motilidad espermatica normalmente se valora de forma
subjetiva, mediante la observacion visual de una muestra de semen con un

microscopio de contraste de fases y platina a 37 °C (Muifio et al., 2007)

La evaluacién microscopica de la motilidad ha sido considerada como el
método de observacion mas utilizado, se realiza con un microscopio de bajo
aumento (aproximadamente 200x). Un menor incremento, por ejemplo 100x,
permite observar un campo mayor, pero no basta para observar de modo
individual a los espermatozoides y solo puede estudiarse su movimiento. Un
aumento demasiado grande (450x) restringe mucho el campo visual y exige
que el observador mueva con frecuencia su preparacion; su ventaja es que
permite hacer un estudio mas detallado de las células individuales (Sorensen,
1982). Se debera de conservar el semen en todo momento a una temperatura
de 37 °C para efectuar la observacién ya que el enfriamiento disminuye la
motilidad y el calor la incrementa, de preferencia se utilizard un microscopio

con una platina con temperatura controlada (Sorensen,1982).

La valoracion visual de la motilidad espermatica es el método mas simple,
rapido y barato. Sin embargo, es altamente subjetivo, puesto que los resultados
obtenidos dependen en gran parte de la habilidad y experiencia del técnico que

evalua la muestra (Rodriguez-Martinez, 2000; Phillips et al., 2004), y ademas,
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si se trabaja con muestras muy concentradas se tiende a sobrestimar el
porcentaje de espermatozoides moviles. Por tanto, no es un método que, de
forma fiable y repetible, permita predecir la capacidad fecundante de una
muestra de semen (Saacke y White, 1972; Linford et al., 1976). La valoracién
de la motilidad como unico parametro de calidad seminal no es suficiente para
predecir la capacidad fecundante del semen (Liu y Foote, 1998), es sdélo uno de
los requisitos que ha de cumplirse, de ahi que la correlacion existente entre la
motilidad de una muestra de semen y su fertilidad real, aunque significativa,

sea baja.

Los nuevos sistemas computarizados para el analisis de la motilidad y de la
morfometria espermatica, junto con las tecnologias de fluorescencia, permiten
adquirir, de forma rapida y objetiva, datos precisos sobre multiples parametros
relativos a caracteristicas estructurales y funcionales de los espermatozoides.
Aunque no existe ningun método que por si mismo sea capaz predecir la
capacidad fecundante del semen (Rodriguez-Martinez, 2000), las modernas
técnicas automatizadas son fiables, de facil ejecucién y elevada repetibilidad,
por lo que permiten estandarizar y objetivar la contrastacién espermatica
(Muino et al., 2007).

Los primeros intentos de evaluar el movimiento espermatico se basaron en
exposiciones fotograficas multiples o video-micrografias. Estos métodos son
tediosos, prolongados y costosos, por lo que en la actualidad no son utilizados.
Sin embargo, la aparicion de los sistemas informatizados de digitalizacion de
imagenes abri® un nuevo campo en el estudio de la motilidad de los
espermatozoides. Estos sistemas, denominados genéricamente CASA, han
automatizado y simplificado el proceso. El analisis computarizado de la
motilidad fue propuesto por primera vez hace 25 afios y es usado actualmente
en centros de investigacién en andrologia y centros de reproduccién asistida
(Muifio et al., 2005). EI CASA establece, de una manera efectiva, medidas
cuantitativas del movimiento individual de los espermatozoides (Contri et al.,
2010). Con este tipo de analisis se espera obtener medidas correctas de la

motilidad espermatica que proporcionen informacion precisa acerca del estado

24



funcional del axonema y de las membranas espermaticas. Los sistemas
automaticos de medicion de imagenes se basan en la captura sucesiva de
espermatozoides en movimiento provenientes de un microscopio. Estas
imagenes se digitalizan identificando las células espermaticas que contienen la
primera imagen. Luego se procede al seguimiento de estas células en
imagenes sucesivas y al establecimiento de trayectorias definitivas. Las
trayectorias se procesan matematicamente, obteniendo asi resultados
numéricos precisos. Los parametros determinados para cada espermatozoide
son la velocidad de movimiento sobre la base de varios descriptores, la
trayectoria que realiza la cabeza del espermatozoide y la frecuencia de los
cambios de direccidén que efectua. Actualmente, también existen en el mercado
varios tipos de CASA que capturan el movimiento espermatico y lo analizan,
tanto en tiempo real, como de manera diferida, aportando un gran volumen de

informacion (Muifio et al., 2005).

El uso de los sistemas CASA proporciona toda una serie de datos relativos a la
velocidad y trayectoria de cada espermatozoide individual y ello permite
identificar la existencia de subpoblaciones espermaticas con distintos patrones
de movimiento que coexisten en la misma muestra de semen (Davis et al.,
1995; Holt, 1996; Abaigar et al., 1999), lo cual es una vision mas real que la
motilidad media de la muestra, puesto que, un eyaculado esta constituido por

una poblacién heterogénea de espermatozoides.

Los programas disefiados para estos equipos incluyen una serie de parametros
descriptores del movimiento espermatico que son comunes a todos los
sistemas CASA (Boyers et al., 1989; Farrell et al., 1995). Algunos de los

parametros mas utilizados por los diversos autores son los siguientes:

-Porcentajes de motilidad total o de motilidad progresiva: en funcién de su
velocidad curvilinea (VCL) o de su velocidad media (VAP), los espermatozoides
son clasificados en estaticos, moviles progresivos o moviles no progresivos; y

dentro de los méviles, en rapidos, medios y lentos (Muifo et al., 2005).

-Parametros que definen la velocidad de los espermatozoides (Mortimer, 1997):
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-VCL (Velocidad Curvilinea): distancia recorrida por el espermatozoide a lo

largo de su trayectoria real por unidad de tiempo.

-VSL (Velocidad rectilinea): distancia recorrida por el espermatozoide entre el

primer y el ultimo punto de su trayectoria por unidad de tiempo.

-VAP (Velocidad Media): distancia recorrida por el espermatozoide a lo largo de

la trayectoria media.

-LIN (indice de Linealidad): es la relacion porcentual entre la Velocidad

Rectilinea y la Velocidad Curvilinea.
LIN: (VSL/VCL) x 100

-STR (indice de Rectitud): es la relacién porcentual entre la Velocidad

Rectilinea y la Velocidad Lineal.
STR: (VSL / VAP) x 100

-WOB (indice de Oscilacién): es la relacion porcentual entre la Velocidad Lineal

y la Velocidad Rectilinea.
WOB: (VAP /VCL) x 100
Parametros de angularidad y oscilacion de la cabeza:

-ALH (Amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza): es el
desplazamiento que efectua la cabeza espermatica en su trayectoria curvilinea

de un lado a otro de la trayectoria media o lineal.

-BCF (Frecuencia de batido): es la frecuencia con la que la trayectoria

curvilinea atraviesa la trayectoria lineal o media en funcion del tiempo.

Al final del proceso, el CASA proporciona toda una serie de datos relativos a la
velocidad y trayectoria de cada espermatozoide individual, con lo que permite

obtener informacion precisa, objetiva y repetible, sobre el porcentaje de células
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moviles presentes en la muestra y la calidad media de ese movimiento (Amann,
1989).

VIIL.2 Concentracion.

Existe una alta correlacion significativa entre el numero de espermatozoides
inseminados y la fertilidad del toro, siempre y cuando sus caracteristicas sean
normales, esto incrementa la posibilidad de fertilizacion; aunque en este tema
difieren varios autores; Sorensen (1982) menciona que la relacion entre la
concentracién y la fertilizacion es baja, es un hecho que cuando se presenta
azoospermia en el eyaculado el toro es estéril; con oligospermia (conteo celular
bajo) el animal es de dudosa fertilidad y en otras donde se observe buena
concentracion, la fertilidad debera ser elevada. Entonces, este aspecto es
crucial evaluarlo cuando un toro presente un eyaculado de baja (oligospermia)
o0 nula (azoospermia) concentracion espermatica, o en los casos en que se
utiliza semen descongelado, que ha sido diluido y sometido a estrés durante el
proceso de congelacion-descongelacion, provocando un dafo irreversible en
un porcentaje elevado de espermatozoides; en este caso es crucial eliminar las

pajillas con estas caracteristicas (Hafez, 2000).

La fertilidad de un toro usado como semental reproductor, entre otras razones,
dependera basicamente del numero de espermatozoides normales que se
utilicen al inseminar. Existe una variabilidad muy grande en la concentracion de
un eyaculado a otro, y de un toro a otro, siendo importante conocer el numero
de espermatozoides por eyaculado, ya que de este parametro depende el
numero de hembras a inseminar o bien el numero de pajillas a congelar
(Hidalgo et al., 2005).

La concentracion puede calcularse por varios métodos a partir de la muestra de
semen y dependera de la cantidad de muestras a evaluar para decidir que
método es el que se debera elegir. Entre los métodos utilizados cuando la
cantidad de muestras no es muy grande se encuentran el uso de camara de
recuento celular, como las de Burker, Makler, Neubauer (Hemocitometo) o

Leja. La espectrofotometria, la citometria de flujo y los CASA son métodos
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modernos que se utilizan cuando se evalua una cantidad elevada de muestras
(Contri et al., 2010).

El conteo en el hemocitometro o camara de Neubauer es un método tedioso de
realizar y presenta una mayor variabilidad que con métodos mas modernos, ya
que con estos el resultado obtenido es la media de varios conteos. Para
realizar la determinacion de la concentracion con este método, se procede a
realizar una dilucién conocida de la muestra (1/20, 1/100, 1/200) y a
continuacion, se carga la camara de conteo (Thoma, Neubaler; Burker o
Makler) y se procede al conteo correspondiente a cada camara. Lo habitual es
realizar los conteos por duplicado. Si el resultado obtenido en ambos conteos
no difiere del 5%, se efectua el promedio de ambos, sin embargo, si la
diferencia es mayor, conviene efectuar un conteo adicional cargando de nuevo
la camara. Al realizar los conteos, no se contabilizaran aquellos
espermatozoides cuya cabeza esté situada sobre dos bordes de la cuadricula,

ni tampoco las cabezas sueltas (Baracaldo et al., 2007).

La camara de Makler es la mas sencilla de manejar ya que proporciona un
resultado directo tras realizar el recuento de diez cuadros nos proporciona
directamente la concentracion por mililitro (Marigorta y Pérez, 2008), aunque en

nuestro pais no es muy comun encontrarla.

La medicion de la concentracién espermatica es realizada comunmente en
México por el conteo de células utilizando la camara de Neubauer o
hemocitometro, la cual se consideran la prueba de oro para este tipo de
mediciones, en donde se ha visto que la variabilidad de los resultados puede
ser del 7.1 al 12%; sin embargo, es una técnica que requiere de experiencia
para realizarla adecuadamente y toma alrededor de 15 min por muestra. Por lo
anterior resulta importante que los profesionales dedicados a la evaluacion de
semen utilicen otros métodos mas eficientes (rapidos y de menor variabilidad
entre técnicos) para la evaluacion de la concentracion espermatica, como la

espectrofotometria (Rodriguez et al., 2008).
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El método de espectofotometria permite la medicion de la muestra bajo
parametros de longitud de onda, determinada segun el tamafio celular y
volumen de la muestra, la cantidad de luz absorbida da como resultado del
nivel de densidad de la misma. Este método es de rapida aplicacion sin
importar el grado de concentracion del eyaculado o la especie del macho que
es evaluado. Ademas de ofrecer una menor variabilidad con respecto al

método directo de conteo en camara de Neubauer (Rodriguez et al., 2008).

La espectrofotometria, es un método indirecto, que mide la luz monocromatica
absorbida que pasa por una muestra, por las particulas en suspension o los
espermatozoides. Esta densidad 6ptica de la muestra es comparada frente a
una curva estandar patron previamente validada, y permite, asi, conocer el
numero de espermatozoides. Una encuesta realizada por Sanchez (2000), a
varios centros de procesamiento de semen bovino, observé que el
espectrofotometro es el instrumento mas utilizado para medir la concentracion
para el procesamiento de semen en México. De ahi y de otros aspectos como
es el factor tiempo radica la importancia en la utilizacion para la evaluacion de
la concentracién en los centros de procesamiento de semen en donde tienen

que evaluar un gran numero de muestras en un tiempo limitado.

La utilizacion del espectrofotometro para medir la concentracién de semen ha
permitido que el procesamiento de muestras sea cada vez mas rapido en
comparacion con el uso del aparato de rutina, la camara de Neubauer o

hemocitometro (Rodriguez et al., 2008).

Los sistemas CASA permiten determinar la concentracion espermatica de la
muestra a analizar. Sin embargo tienden a sobrestimar la concentracion de
espermatozoides de la muestra. Muifio et al., (2005) atribuyen el error a que,
debido a las colisiones espermaticas el mismo espermatozoide puede ser
contabilizado varias veces. Cuanto mayor es la taza de dilucion del semen, los
problemas de sobrestimacion de la concentracion tiende a disminuir puesto que

la posibilidad de colision disminuye.
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VIIL.4 Viabilidad.

El estudio de la membrana parece ser un buen procedimiento para evaluar la
funcionalidad del gameto masculino, ya que ésta interviene activamente en la
mayoria de las fases del proceso reproductivo. La membrana puede ser
estudiada desde el punto de vista estructural mediante la utilizacién de
tinciones, o bien valorar su funcionalidad, para lo que se ha aplicado el Test
Hiposmoético (Jeyendran et al., 1984) y distintas técnicas con fluorocromos
permiten evaluar la funcionalidad espermatica (Harrison y Vickers, 1990;

Garner y Johnson, 1995).

La rotura de la membrana plasmatica esta claramente asociada con la pérdida
de la viabilidad celular, pero una membrana plasmatica intacta no siempre
indica que la célula sea viable. El procesado del semen, incluida su CP, es
“estresante” para el espermatozoide y afecta, principalmente a sus membranas.
Los dafos que se producen en éstas pueden ser modificaciones en su
organizacion, permeabilidad y composicién lipidica. Las membranas
espermaticas que pueden verse afectadas por la CP incluyen la membrana
plasmatica, la membrana externa del acrosoma y las membranas

mitocondriales Liu y Foote., 1998).

Se sabe que durante el proceso de CP los espermatozoides son expuestos a
diferentes concentraciones osmaticas, es decir que las concentraciones de las
diferentes sales y demas componentes incluidos en el diluyente cambian
durante el proceso de congelacion y descongelacion. Dichos cambios implican
que los espermatozoides deben estar luchando constantemente por mantener
su volumen celular aun expuestos a los mencionados cambios osméticos
(Felipe-Pérez., 2006).

La evaluacion morfolégica de la integridad de la membrana plasmatica se
realiza usando la optica de contraste de fases, la dptica de contraste diferencial
de interferencia o de Nomarski o las tinciones supravitales, como el Verde

Rapido-Eosina, la Eosina-Azul de Anilina, el Tripan Azul-Giemsa, el Amarillo de
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Naftol-Eritrosina, la Eosina-Nigrosina, el Rosa de Bengala, y el Café de

Bismark, entre otros (Gonzalez-Urdiales et al., 2006).

Actualmente se han utilizado diversas tinciones fluorescentes, las cuales
presentan una mayor precisidon en el estudio de las caracteristicas de la
membrana plasmatica. Asi, se ha estado usando ampliamente el Diacetato de
Carboxifluoresceina y el loduro de Propidio (IP), visualizandose con ésta
técnica los espermatozoides viables de color verde, frente a los muertos que se

observan en color rojo anaranjado (Garner y Johnson, 1995).

Los espermatozoides vivos resisten a los colorantes supravitales, mientras que
los muertos los absorben. Esta diferencia ofrece un método sencillo de conteo
y por lo tanto, de determinacion del porcentaje de espermatozoides con su
membrana plasmatica intacta (vivos) en una muestra (Sorensen, 1982). Son
varios los colorantes que pueden utilizarse. Estos en su mayoria, son mezclas
de eosina y algun colorante de contraste. Uno de gran aceptaciéon es Eosina-
Nigrosina (E-N) (Catena y Cabodevila, 1999).

La muestra se prepara colocando una gota de semen diluido en un
portaobjetos tibio, a la que luego se agregan una gota o dos del colorante y se
realiza un frotis. El examen de la gota revela un fondo negro y las cabezas de
los espermatozoides se observan como corpusculos de color rosado, o se ven
transparentes o ligeramente coloreadas en el tono del fondo. Una cabeza
transparente indica que la célula estaba viva en el momento de la coloracion,
mientras que las coloreadas pertenecen a células muertas en el momento. El
porcentaje de células vivas se obtiene mediante matematicas simples
(Gonzalez-Urdiales et al., 2006)

Los porcentajes de células viables, calculados por éste método, son

ligeramente inferiores a los determinados por el método visual, lo que indica

que algunas células mueren y se colorean durante el proceso. Asimismo, se

observan diferencias entre los extremos de la misma preparacion coloreada,

que llegan hasta un 12%, lo que también sefiala muerte celular durante la

elaboracion de la muestra. La velocidad de preparacion y la exactitud en el
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conteo, son de gran importancia (Sorensen, 1982). Estos colorantes también

son muy utiles para el estudio morfoldgico de la célula.
VIIL5 Estado del acrosoma.

El acrosoma es un organelo espermatico que cumple una funcién esencial en
el proceso de fecundacion. Esta delimitado por una membrana interna y
externa, la cual se dispone sobre el nucleo en forma de capuchén y cubre un
80% de la longitud del nucleo (Bonet et al., 2000).

Las enzimas que contiene el acrosoma son de gran importancia para la
penetracion espermatica de la zona pelucida durante la fertilizaciéon
(Richardson et al., 1992, Barth y Okko., 1989). El acrosoma juega un papel
fundamental en la fertilidad y esta importancia hace que convenga realizar una
valoracién especifica del mismo. En un espermatozoide que tenga el acrosoma
en perfectas condiciones se pueden distinguir tres regiones claramente
diferenciadas en la cabeza: la zona acrosomal, con un borde apical, la zona
postacrosomal y el segmento ecuatorial entre ambas. Las muestras seminales
con alta proporcion de acrosomas alterados o ausentes suelen tener una
fertilidad baja (Bonet et al., 2000). Para determinar el estado del acrosoma se
han usado desde hace mucho tiempo diferentes tinciones. Entre éstas estan la
tincién de Eosina-Verde Rapido, Giemsa y la E-N, las dobles y triples tinciones,
basadas en la combinacién de Azul Tripan con otros colorantes y tinciones

comerciales como el Spermac (Catena y Cabodevila, 1999).

Recientemente, se han utilizado anticuerpos acrosomales especificos
marcados con fluorescencia. En el caso de los espermatozoides bovinos, su
tamafo permite poder valorarlos mediante un microscopio 6ptico de contraste

de fases con un objetivo de gran aumento (Cox et al., 1998).

El Glutaraldehido Salino Bufferado (GLSB) y el Formaldehido Salino Bufferado
(FSB) han sido reportados como satisfactorios para la evaluacion morfolégica
de espermatozoides bovinos (Richardson et al., 1992; Barth y Okko, 1989;

Harasymowycz et al., 1976). EI GLSB también es satisfactorio para la
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evaluacion del porcentaje de acrosomas intactos de espermatozoides bovinos.
Muestras de semen mezcladas con GLSB han sido almacenadas por mas de
29 dias sin un decremento aparente en el porcentaje de acrosomas intactos.
Sin embargo el GLSB no es facilmente disponible y es algo tedioso de elaborar

(Richardson et al., 1992; Harasymowycz et al., 1976).
VIIL.6 Pruebas de funcionalidad espermadtica.

La membrana espermatica es una estructura dinamica que participa en el
reconocimiento y transporte de moléculas. Estas funciones permiten que el
espermatozoide adapte su metabolismo al medio circundante, proporcionando
asi un sistema molecular para el reconocimiento del ovocito. El analisis de la
integridad de la membrana constituye una informacion importante en la
evaluacion de la fertilidad del macho. Ademas, esta integridad no sélo es
fundamental para el metabolismo espermatico, sino que también lo es para una
adecuada capacitacion y reaccion acrosémica, y por tanto para la fertilidad del
macho (Muifo et al., 2005; Gonzalez-Urdiales et al., 2006).

Un grupo de pruebas de funcionalidad espermatica de gran interés por su
simplicidad y su valor predictivo son las de resistencia osmatica. Estas pruebas
se basan en la capacidad del espermatozoide para captar agua en un medio
hiposmotico y en que la hinchazén osmética esta asociada con el enrollamiento
de la cola del espermatozoide, que se desenrolla cuando la célula es devuelta

a un medio isosmatico (Lin et al., 1998, Liu y Foote, 1998).

Dentro de las pruebas desarrolladas a partir de este fendmeno destaca el Test
Hiposmotico (Hipo Osmotic Swelling Test, HOST) desarrollado por Jeyendran
et al., (1984) para evaluar la funcion de la membrana espermatica. Su principio
se basa en la observacion de alteraciones morfoldgicas (incremento en el
tamano) en los espermatozoides sometidos a condiciones hiposmoticas. Esta
técnica consiste en colocar a los espermatozoides en presencia de un medio
de presion osmoética mas baja que la fisioldgica, lo que causa una entrada de
agua en la célula en un intento de equilibrar la presiéon osmética interna con la

del medio externo (Jeyendran et al., 1984). Para que esta respuesta se
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produzca, la membrana plasmatica del espermatozoide debe estar integra y
con los mecanismos de intercambio de fluidos funcionando correctamente.
Durante el HOST, los espermatozoides con membrana plasmatica intacta y
funcionalmente activa se iran deformando (debido al influjo de agua) y
subsecuentemente se incrementa el volumen para establecer un equilibrio
entre los compartimentos extra e intracelulares. La entrada de agua provoca en
estas células un hinchamiento y enrollamiento del flagelo. Las células con la
membrana fisica o funcionalmente dafada no experimentan cambios en la
forma del flagelo. Los valores obtenidos en esta prueba se correlacionan con
otros parametros de calidad seminal, como la motilidad, la viabilidad o la
morfologia. El uso de este barato y simple ensayo ha sido recomendado como
parametro adicional indicador de la fertilidad (Correa et al., 1997, Liu y Foote,
1998, Lin et al., 1998, Garzén-Pérez, 2008).

Se sabe que durante el proceso de CP los espermatozoides son expuestos a
diferentes concentraciones osmaticas, es decir que las concentraciones de las
diferentes sales y demas componentes incluidos en el diluyente cambian
durante el proceso de congelacion y descongelacién. Tales cambios implican
que los espermatozoides deben estar luchando constantemente por mantener
su volumen celular aun expuestos a los mencionados cambios osméticos
(Felipe-Pérez, 2006).

Otra forma de evaluar la movilidad y por tanto la funcionalidad de la muestra
consiste en valorar la resistencia a la incubacion a 37 °C y a diferentes tiempos,
con el fin de evaluar asi si los espermatozoides son capaces de resistir y
mantener su viabilidad en el tracto genital de la hembra durante algun tiempo.
Existen opiniones contradictorias sobre la correlacion de los resultados de esta
prueba con la fertilidad. Asi, hay autores que indican que existe mayor
correlacion con la fertilidad la evaluacién de la movilidad de la muestra tras
someterla a incubacién, mientras que hay autores que indican que la
correlacion con la fertilidad es mayor cuando la movilidad se valora tras la

descongelacion de la muestra (Marigorta y Pérez, 2008).
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VIIL.7 Morfologia.

El analisis morfolégico de los espermatozoides es uno de los principales
componentes de la evaluacion de las caracteristicas de una muestra seminal

(Harasymowycz et al., 1976).

La valoracion de la morfologia del espermatozoide se basa en la relacion
directa que haya entre la proporcidon de espermatozoides anormales en el
eyaculado, el tipo de defecto morfolégico y su relacion con la fertilidad in vivo
de los toros. Atendiendo a una clasificacion estrictamente morfologica, las
anomalias que puedan generarse se clasifican en anomalias en la cabeza, en
la pieza media y en la cola. Segun el 6rgano donde pueden haberse generado
diferenciamos las anomalias primarias y secundarias. Esta evaluacion de la
morfologia espermatica puede ser utilizada para eliminar toros con pobre
calidad seminal y refleja la funcionalidad de los testiculos, epididimos y
glandulas accesorias, por lo que siempre deben estar incluidas en las pruebas

de evaluacion espermatica (Barh, 1989).

El microscopio de contraste de fases es mucho mas satisfactorio al realizar
esta evaluacion, es posible reflejar la luz sobre los lados de los
espermatozoides, lo que da un efecto tridimensional y permite ver con mayor

claridad los componentes celulares (Sorensen, 1982).

Los microscopios de contraste por interferencia diferencial, dan una excelente
resolucion a grandes aumentos y se utilizan sobre todo para el estudio de la
formacion acrosomica. Debido a su alto costo, los microscopios de contraste de
fases no son una opcion viable para realizar pruebas de campo (Hidalgo et al,
2005).

Algunos defectos morfologicos se han asociado a problemas de fertilidad
reducida de las muestras, como pueden ser: la presencia de espermatozoides
decapitados, nucleos anormales, anormalidades de la pieza intermedia,
presencia de colas dobladas o ciertos defectos heredables. También se ha

indicado que la resolucion incompleta del proceso de maduracién puede
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originar patrones de movimiento aberrantes que imposibilitan la progresion y la

fertilizacion (Catena y Cabodevila 1999).

Las anormalidades espermaticas se consideran un defecto compensable y
siempre que éstas no sean masivas no tienen por qué implicar una disminucion
de la fertilidad tras la aplicacion de las dosis. De hecho, existen sementales que
presentan anormalidades en un porcentaje significativo y sin embargo, pueden
tener una fertilidad superior a sementales con espermiogramas normales
(Decuadro-Hansen, 2003).

El grado de anormalidades aceptable en una muestra seminal varia con la
especie con la que se esté trabajando. Algunos autores (Muifio et al, 2005;
Decuadro-Hansen, 2003; Catena y Cabodevila, 1999) indican que tanto el tipo
de anormalidades presentes como la incidencia de las mismas presentan
correlacion con la fertilidad. Se debe tomar en cuenta que en el caso de los
bovinos las muestras con un porcentaje de espermatozoides morfolégicamente
normales inferior al 70% deberan de descartarse para la congelacion (Barth y
Okko, 1989, Muifio et al, 2005).

Por lo general, las anormalidades se dividen en dos clases: primarias y

secundarias (Sorensen, 1982):

VIIL.8 Anormalidades primarias.

Estas son de origen testicular. Ocurren por alguna falla durante el proceso
espermatogénico que no se logré corregir mientras el espermatozoide pasaba

por el sistema de conductos.

VIIL.7.1 Anormalidades de la cabeza.

Los espermatozoides pueden presentar las siguientes irregularidades en la
forma de la cabeza: piriformes (en forma de pera), redondos, alargados o
estrechos, microcéfalos, macrocéfalos, cabeza doble o mellizos, con acrosoma

anormal.
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Los primeros 7 tipos de anormalidades de la cabeza tienen nombres

descriptivos y no necesitan aclaracion.

Sin embargo, el acrosoma es un factor muy importante a estudiar en la

actualidad, y también presenta algunas anormalidades.

El acrosoma se estropea en forma gradual y comienza con un ensanchamiento
de la porcién anterior, que luego se deteriora y desprende. La presencia del
borde apical es el criterio mas utilizado para evaluar la integridad del acrosoma.
Se han descrito acrosomas incompletos, arrugados y con granulos. Segun
parece la condicidon acrosdmica es hereditaria (Sorensen, 1982, Hafez, 2000).

El estado del acrosoma no es una evaluacién muy comun en los centros donde
se recolectan y procesan grandes cantidades de eyaculados, seria una tarea
bastante pesada, de modo que unicamente se basan en la motilidad vy
Unicamente en casos de duda realizan otras pruebas como la evaluacién del
acrosoma. En un estudio realizado por Sanchez (2000), encontré que el 98%
de los laboratorios evalua motilidad espermatica y solo el 50% evalua la
morfologia y para evaluar alguna otra prueba, como la integridad del acrosoma,
la muestra tendria que presentar mas del 20% de anormalidades y de éstas el

5% anormalidades de cabeza.

VIIL.7.2 Anormalidades del segmento intermedio.

Estas son: doblado o retorcido en angulo recto, doble o mellizo, agrandado o

hinchado, y punto de insercion descentrado o abaxial (Sorensen, 1982).
VIIL.7.3 Anormalidades de la cola.

Estos son los defectos mas comunes de la cola y, de hecho, del
espermatozoide entero. La cola puede comenzar en la base de la cabeza y
envolverla, o bien presentar una espiral y envolverlo, o bien presenta una
espiral en su extremo libre. En la mayoria de los casos, la espiral es muy
cerrada y no se debe confundir con el espermatozoide enfriado bruscamente,

ya que éste ultimo presenta la cola enrollada de modo uniforme y gradual,
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formando una media luna y casi nunca se curva mas de 180°. Una vez mas, se
insiste en que la temperatura permanezca constante o que se cambie en forma
gradual (Bonet et al., 2000).

VIIL.7.4 Anormalidades Secundarias.

Esta son: cabezas desprendidas, gota citoplasmatica en el cuello o en la cola,
cola en forma de gancho, y acrosoma desprendido de la cabeza (Sorensen,
1982).

Las anormalidades secundarias aparecen durante el paso de los
espermatozoides por los conductos, después de salir de los tubulos
seminiferos y el testiculo en si. Conviene hacer hincapié en que estas
anormalidades son de indole degradativa. Por lo general, el desprendimiento
de las cabezas ocurre durante la manipulacion de la muestra, por ello, no se le
debe agitar con violencia. Asimismo, las cabezas suelen desprenderse al hacer

un frotis para tefiir la preparacion (Gonzalez-Urdiales et al, 2006)

La presencia de gotas citoplasmaticas indica que el espermatozoide fue
eyaculado antes de completar su maduracion. Es probable que el animal esté

sobreutilizado y necesite un descanso (Sorensen, 1982).

VIIL.7.5 Otras inclusiones poco frecuentes

Se pueden observar formaciones semejante a medusas, células epiteliales,
leucocitos, eritrocitos, y células espermiogénicas primordiales o en vias de
desarrollo (Hafez, 2000).

Se han utilizado otros métodos de clasificacion y algunos todavia son vigentes.
Ciertos investigadores utilizan las anormalidades primarias y secundarias para
designar las anormalidades de la cabeza o del resto de la célula; otros no
diferencian las anormalidades primarias y secundarias, sino que las tratan en
forma individual. Los resultados finales son casi los mismos, ya que la mayoria
de las personas solo se interesan en las anormalidades globales. Algunas

personas consideran aparte las células inmaduras que presentan gota
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citoplasmatica, ya que éstas sélo denotan sobreuso del semental en la mayoria

de los casos y representan una etapa de la maduracién normal (Hafez, 2000).

Existe una mayor correlacion entre el porcentaje de las células normales y la
fertilidad, que entre esta ultima y cualquier otro criterio. EI nUmero de células
normales por inseminacion esta relacionado con el nimero de concepciones.
Segun parece, las células anormales no guardan alguna relacion con la edad,

peso del animal, la estacion del afio o la nutricién (Cox et al., 1998).

Sin embargo, Sorensen (1982) no considera que las anormalidades
representen un gran problema, ya que recolecté semen de miles de toros de
diferentes razas, edades y lugares y solo localizé 12 animales con mas de 20%

de las mismas.

IX. Integridad del ADN

La evaluacion de la calidad seminal se ha llevado a cabo tradicionalmente
midiendo la concentracion, morfologia y motilidad de muestras de semen. Sin
embargo, estos parametros no aportan informacion sobre la integridad del

material genético de los espermatozoides (Fernandez et al., 2003).

Los espermatozoides de dosis seminales que son normales en su motilidad y
morfologia no son rechazados por el tracto reproductivo de la hembra, pueden
iniciar la fertilizacion, pero tener deficiencias que afecten al cumplimiento de la

misma o al desarrollo normal del embrién (Posado et al., 2011).

Recientemente, evaluar el estado de la cromatina es uno de los principales
objetivos porque se ha demostrado una alta correlacion con la fertilidad
(Evenson y Wixon, 2006). La inestabilidad de la estructura de la cromatina en el
espermatozoide es un tema de analisis recurrente debido a que nos ofrece
informacion directa de la “calidad” de la molécula de ADN que transmitira la
informacion a la siguiente generacién. Cualquier defecto en esta molécula, bien
sea en forma de rotura que afecta a una o a ambas cadenas de la molécula de
ADN, puede tener como consecuencia una reparacion que no respete la

secuencia original para esa region del genoma y desencadenar efectos no
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deseables en el embriéon. Sin embargo, el analisis de los niveles de
fragmentacion del ADN espermatico no se realiza de forma rutinaria en la
evaluacion de una muestra seminal por dificultades técnicas (Posado et al.,
2011).

Varios autores han centrado sus trabajos en investigar la inestabilidad de la
estructura de la cromatina (Bungum, 2005). La estructura de la cromatina del
esperma es muy compacta y estable, protege la integridad genética durante el
transporte del espermatozoide a través del macho y del tracto reproductivo
femenino (Evenson y Winxon, 2006). Una condensacion defectuosa de la
cromatina del espermatozoide, debido a multiples factores, hace que el ADN

sea inestable y sensible a la desnaturalizacién (Ahmadi, 1999).

Tabla 2. Técnicas para la medicién de la fragmentacion del ADN espermatico:

Base y Funcionamiento.

TECNICA BASE PARAMETRO MEDIDO METODO DE
DETECCION
TUNEL | Adiciéon de nucleétidos | % de células con ADN Microscopia de
dUDP marcados con | marcado fluorescencia o campo
transferasa claro / citometria de flujo
desoxinucleétido
terminal. Los

nucledtidos marcados
se adicionan a roturas
de ADN de cadena
doble o sencilla

Ensayo | Electroforesis en % de células con colas de | Microscopia de
COMETA | condiciones alcalinas: migracion se corresponden | fluorescencia
se desnaturaliza el a espermatozoides con
ADN para detectar ADN fragmentado

roturas de cadena
doble y sencilla.
Electroforesis en
condiciones neutras:
se detectan roturas de
doble cadena

SCSA Tratamiento con acido | indice de Fragmentacion Citometria de flujo
débil: desnaturaliza de ADN (DFI): células con
ADN con roturas de fluorescencia roja dividido

hebra doble o sencilla. | por niumero total de células
Naranja de acridina: se | (rojas + verdes).
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intercala en el ADN y Expresado como %
emite fluorescencia
(verde si el ADN esta
intacto y rojo si el ADN
presenta roturas)

SCD Tratamiento con acido | % de células con halo Microscopia de campo
débil desnaturaliza el pequefo o ausente claro o fluorescencia
ADN. Tratamiento con | respecto al total de células
solucién de lisis
desproteinizante. Se
observan células con
un halo de
descondensacion de
cromatina alrededor de
la cabeza cuando el
ADN esta intacto. La
ausencia de halo
indica dafo del ADN.

TUNEL, TdT (Terminal deoxynucleotidyl Transferase) —mediated dUDP nick-end labeling;
SCSA, Sperm Chromatin Structure Assay; SCD, Sperm Chromatin Decondensation test. (Zini et
al., 2001, Tarozzi et al., 2007)

Estudios en humanos indican que la frecuencia de células espermaticas que
contiene ADN fragmentado podria ser un nuevo parametro independiente de
calidad seminal y un predictor del potencial fertilizante. Existen varias técnicas
para analizar la fragmentacién del ADN espermatico. Algunos de los mas
comunes son los siguientes: In situ nick translation (ISNT); Terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated nick end labelling (TUNEL); Ensayo
Cometa; y Analisis de la estructura de cromatina espermatica (Sperm
Chromatin Structure Assay, SCSA). Sin embargo, estas técnicas ademas de
ser intensamente laboriosas, requieren el uso de enzimas de las cuales su
actividad y accesibilidad al rompimiento del ADN puede ser irregular o bien
como en el caso de SCSA requiere instrumental muy costoso para un analisis
optimo. Como consecuencia de estos procedimientos estas técnicas son
utilizadas solo con propdésitos de investigacion pero no en laboratorios clinicos
androlégicos. Asi que el estudio de la fragmentacién del ADN continda sin
incluirse en la mayoria de los estudios clinicos de semen (Cortéz-Gutierrez et
al., 2007). Hasta ahora todos estos ensayos han demostrado una clara

asociacién entre la fragmentacion del ADN de espermatozoides y las tasas de
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fertilidad, desarrollo embrionario y prefiez y apoyan su utilidad clinica (Filatov et
al., 1999, Evenson et al.,, 2002). Recientemente, Fernandez et al., (2003)
desarrollaron una nueva técnica que permite evaluar la integridad del ADN. Se
trata del Test de Dispersion de la Cromatina Espermatica (SCD). Mediante un
tratamiento acido se induce la descondensacion del ADN vy los
espermatozoides con ADN fragmentado son Vvisualizados (mediante
microscopia de campo claro o fluorescencia) por la formacion de un halo de

dispersion alrededor de la cabeza (Enciso et al., 2006).

Los espermatozoides intactos son sumergidos en una matriz de agarosa en
una laminilla y tratada con una solucidbn acida desnaturalizante. Las
membranas y proteinas son removidas usando una solucion de lisis y

posteriormente tefidas.

Entonces la presencia o ausencia de fragmentacion puede ser determinada por
la evaluacion de tamafios de halos, por esto el SCD resulta una técnica simple,
altamente reproducible y barata, con resultados altamente correlacionado con
aquellos obtenidos con otros procedimientos como el SCSA (Enciso et al;
2006).

IX.1 Porcentajes de gestacion y de partos en relacién con el Indice

de Dispersion de la Fragmentacion del ADN Espermatico (DFI).

La integridad del ADN espermatico es un factor muy importante que debe ser
tomado en cuenta en la evaluacién de semen porque esta relacionado con los
resultados de fertilidad y el desarrollo normal del embrién, pero hasta ahora,
esta prueba no ha sido incluida en la evaluacion rutinaria del semen
(Fernandez et al., 2003, Enciso et al., 2006).

Si la fragmentacion del ADN es alta, el éxito reproductivo del semental se
reduce. ElI DFI permite seleccionar sementales muy eficientes, evitando el
costo asociado al mantenimiento de un semental con calidad seminal

deficiente. Ademas, los indices reproductivos de las explotaciones mejoraran,
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dado que bajos niveles de DFI se asocian con mejores tasas de fecundacion y

mayor tamafo de camada (Garcia-Macias et al., 2007).

La inseminacion con semen de bajo DFI implica menor numero de hembras
que retornan al celo y, por tanto, mayor numero de hembras prefiadas. En
inseminacion heterospérmica con semen de alto y bajo DFI, la fracciéon con

bajo DFI produce mayor numero de becerros (r=0.87; p<0,001) (Figura 1).

Figura 1. Relacién entre DFI con la gestacion.
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Fuente: Garcia-Macias et al., 2007.
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X. MATERIAL Y METODOS.

X.1 Muestras utilizadas.

Se utilizaron 32 pajillas de semen bovino previamente criopreservado en
Glicerol-yema de huevo o en Triladyl-yema de huevo y envasadas en
volumenes de 0.25 o de 0.5 ml, con una concentracion espermatica de entre
25x10° y 30x10° por ml. Las muestras provenian de diferentes laboratorios y
centros de procesamiento de semen y se almacenaron en nitrégeno liquido (-
196 °C). Cada pajilla se descongel6 a bafio maria a 37 °C por 30 seg o 1 min
dependiendo del volumen de la pajilla. Posteriormente la pajilla se dividié en
dos alicuotas, colocando cada una en un tubo Eppendorf de 0.5 ml en una
gradilla sumergida en bafio maria a 36°C, para mantener la temperatura

constante. Todas las muestras se evaluaron por duplicado.

X.2 Andlisis bdsico de semen (espermiograma bdsico).

X.2.1 Motilidad espermatica Subjetiva.

Se colocd un volumen de 10 ul de semen sobre un portaobjetos nuevo vy
precalentado, se cubrid6 con un cubreobjetos y se observo la muestra al
microscopio de contraste de fases con platina térmica (precalentada a 37 °C)
con ocular de 10x y objetivo de 20x para dar un aumento total de 200x
(Baracaldo et al. 2007). Se determiné el porcentaje (0-100%) de células
moviles en la muestra de semen en el mismo diluyente de congelacién (Fiser y
Fairfull, 1989). Al porcentaje obtenido se le determin6é con la variable MIS
(Motilidad Inicial Subjetiva).

X.2.2 Motilidad y morfologia espermdtica mediante el sistema

CASA.

Se utilizé el equipo SpermVision CASA System versién 3.7.5 (Minitube,

México), al cual se le denomind CASA (por sus siglas en inglés: Computer
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Assisted Sperm Analyzer, Analisis de Semen Asistido por Computadora). La
muestra de semen descongelada (10 ul) se coloc6é en una camara Leja
precalentada a 37.5 °C. Se realiz6 la observacion de siete campos distintos o
5000 células por muestra, los parametros que se obtuvieron fueron: Motilidad
Inicial Total (%) (MIT), Motilidad Inicial Progresiva (%) (MIP), concentracion
espermatica (millares), y dentro de la clasificacion morfolégica se evalué % de
espermatozoides normales, Cabeza (%), cola (%), gotas distales (%) y
proximales (%) (Contri et al., 2010).

X.1.3 Porcentaje de vivos y muertos y morfologia mediante la Tincion

de Eosina-Nigrosina (E-N).

Se colocd un portaobjetos sobre una platina térmica a 37 °C por 30 a 60 seg,
para posteriormente adicionar 10 yl de E-N en uno de los extremos del
portaobjetos, se colocd una gota de semen del mismo volumen junto a la gota
de tincién, se mezcld el colorante con el semen sobre el portaobjetos. Una vez
mezclado y eliminado el exceso se extendié lentamente sobre el portaobjetos
de un extremo al otro. Se secd rapidamente soplando aire sobre el frotis
(Sorensen, 1982).

Se utilizé un microscopio de contraste de fases, con el ocular de 10x y objetivo
de 100x aplicando aceite de inmersion para dar un aumento total de 1,000x y
se contaron 100 espermatozoides por muestra. Los resultados se expresaron
en porcentaje de vivos y muertos en la muestra. Las células que no se tifieron
con el colorante fue debido a que la membrana espermatica se encuentra
activa y por la tanto no permite la penetracion de la tincidon y se determina como
vivas. Por el contrario las células en donde la tincién penetrd indican de que la
membrana esta inactiva y permite la penetracion del colorante, por lo que
adquieren un color rojizo y se consideran como muertas (Swanson y Bearden,
1951).

La clasificacion de las anormalidades encontradas se realizé en funcién de la
region espermatica alterada. Se evalud la morfologia espermatica y se registro

el porcentaje de células normales y porcentaje de células anormales,
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clasificando las anormales en primarias y secundarias. A su vez las
anormalidades primarias se clasificaron como anormalidades de cabeza, pieza
intermedia y cola (Catena y Cabodevila, 1999). Se tomd en cuenta también la
presencia de flagelos enrollados y/ o gotas citoplasmaticas distales (Pérez,
2008).

X.1.4 Tincion de espermatozoides con Rosa de Bengala y fijacion con

Glutaldehido Salino Bufferado para determinar integridad acrosomal.

Para la determinacion de la integridad acrosomal por medio de microscopia de
contraste de fases (1000x) y aceite de inmersién, la muestra seminal se diluy6
en una solucion de Glutaldehido Salino Bufferado (GLSB) al 2 % (1:1, v:v) en
PBS (Pursel y Johnson, 1974) y 10 ul de la tincion Rosa de Bengala. En un
portaobjetos precalentado se colocaron 10 ul de la muestra. La valoracién se
efectud clasificando a los espermatozoides en dos grupos diferentes segun la
categorizacion efectuada por Pursel et al. (1978): Se reconocieron dos
categorias: espermatozoides con borde apical normal y espermatozoides con

borde apical dafiado, modificado o sin borde apical o acrosoma.

Se evalud la morfologia de 100 células registrando porcentaje de células
normales y porcentaje de células anormales, clasificandolas como se explicé

anteriormente (Sorensen, 1982)

Después de realizar el conteo, el resultado se expres6 como el porcentaje de

espermatozoides con acrosoma intacto respecto al total (Pérez, 2008).

X.1.5 Concentracion Espermatica por medio de la cimara de Neubauer

[Spz-N].

El conteo de células espermaticas por medio del hemocitdmetro o camara de
Neubauer se utilizé para obtener la concentracién. Las muestras de semen se
homogenizaron pipeteando ligeramente en el tubo Eppendorf, y posteriormente
se diluy6 en una relacion de 1:20 (5 ul de muestra seminal con 95 ul de agua

destilada). Posteriormente con una micropipeta se tomaron 10 ul del
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homogenizado y se depositd por la orilla de cada lado de la camara evitando
sobresaturarla para que la muestra no se deslice al momento de hacer el
conteo (Baracardo et al.,, 2007) Después de cargar ambas camaras del
hemocitdmetro se debe esperar 1 min para permitir que los espermatozoides
se sedimenten en el fondo de las mismas. El conteo se realiz6 utilizando la

técnica reportada por Baracaldo et al. (2007) y se expresé x10%/ml.

X.2 Técnicas no convencionales.
X.2.1 Integridad de la membrana espermadtica.

X.2.1.1 Termoresistencia.

Se incubd la muestra a 37 °C durante 2 h y se realizé la evaluacion de la
motilidad luego de la incubacion (Catena y Cabodevila, 1999; Galina y
Valencia, 2006). La evaluacién se realiz6 mediante el microscopio 6ptico y con
el CASA como se explicd anteriormente y a los porcentajes obtenidos se les
determind con las variables M2S (Motilidad Subjetiva 2 h postdescongelacion),
M2T (Motilidad Total 2 h postdescongelacion mediante CASA) y M2P (Motilidad

Progresiva 2 h postdescongelacién mediante CASA).

X.2.1.2 Prueba o Test Hiposmotico (Hipo Osmotic Swelling Test, HOST).

Se prepard una solucion hiposmética (190 mOsm/kg) con 500 ul de Citrato de
Sodio al 1.46% y 500 ul de fructosa al 2.47% en 100 ml de agua destilada, en
un vaso de precipitado. En esta evaluacion se ajusto la concentracion de la
muestra a 35x10° espermatozoides por ml, para esto se colocd la muestra en
un tubo conico estéril de 10 ml y se centrifugé a 1500 rpm durante 10 min, se
elimin6 el sobrenadante y se restituyé en 1 ml de una Solucién de Fosfatos
(PBS). Se tomaron 100 ul de la solucién hiposmotica previamente preparada y
100 ul de la muestra diluida, se incubaron a 37 °C durante 1 h, transcurrido ese
tiempo se le agreg6 100 ul de GLSB al 2% durante 10 min. Se observaron 100
células al microscopio de contraste de fases y se contaron como

espermatozoides viables aquellos que presentaron cambios morfolégicos como
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hinchamiento y la cola enrollada (Chun-Xian y Zeng Ming, 2000; Garzén-Pérez.
2008).

X.2.2 Integridad de la membrana acrosomal.

Para determinar si los espermatozoides sufrieron reaccion acrosomal se realizd
la tincion Azul Brillante de Coomassie (BBC, por sus siglas en inglés: Brilliant
Blue Coomassie), para la cual se utiliza la muestra procesada para la prueba
de HOST a la cual se le agregd PBS y se centrifugd a 2500 rpm durante 3 min,
se quitd el sobrenadante y se reconstituyd con 100 ul de Cloruro de Amonio. En
una laminilla nueva se colocaron 16 ul de la muestra en la mitad de la misma y
en la otra mitad se colocaron 16 ul del testigo que se prepard previamente con
100 ul de la muestra de semen descongelado diluido unicamente en 100 ul de
fijador paraformaldehido mezclado y puesto a temperatura ambiente durante 10
min. Posteriormente se sumergieron las laminillas en vasos Coplin con la
tincion CBB, cubriendo unicamente la mitad de la laminilla con los 16 ul de la
muestra procesada con HOST, el vaso Coplin se tapo, ya que la BBC se
evapora. Posteriormente el frotis se lavé dos veces con agua destilada para
eliminar el exceso y se dejo secar. Por ultimo se evalu6 bajo el microscopio
optico. Se contaron 100 células y se clasificaron de acuerdo en su integridad
acrosomal de la siguiente manera: intacto (bien definido, acrosoma altamente
tefiido); danado (acrosoma con tincién difusa, con pérdida de la continuidad y/o

pérdida de material; ausente o no detectable) (Gutiérrez-Pérez et al., 2009).

X.3 Indice de Dispersién de la Fragmentacién del ADN Espermadtico

(DFI).

Para determinar el DFI en células espermaticas de semen bovino congelado se
utilizé la solucion de lisis del kit Sperm-Bus-Halomax® para microscopia de
fluorescencia (Halotech DNA S.L., Madrid, Espafia). Se realizé la prueba segun
las especificaciones del fabricante. Se utilizaron 25 ul de semen diluido en PBS
para llegar a una concentracién maxima de 20x10° /ml, se agregaron a viales

con 50 ul de agarosa. Se utilizaron portaobjetos contenidos en el kit y se
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agregaron 10 ul de la muestra, se cubridé con un cubreobjetos y se mantuvo a 4
°C por 5 min. Transcurrido ese tiempo se removidé cuidadosamente el
cubreobjetos y se sumergio la muestra en la solucién de lisis necesaria para
cubrir el portaobjetos durante 5 min, se lavé con agua destilada por 5 min. Y
finalmente se deshidrato y fijo en forma secuencial mediante bafios de etanol al
70, 90 y 100% durante 2 min cada uno. Las células se tifieron con 5ul de
fluorocromo IP y se observaron inmediatamente al microscopio de
fluorescencia, dicho fluorocromo permitié la visualizacién del DFI espermatico
mediante halos de dispersion de la cromatina espermatica (Lopez-Fernandez et
al., 2008). Se contaron 300 espermatozoides y se calculdé el porcentaje de
espermatozoides con fragmentacion de ADN. Por ultimo se correlacionaron los
resultados de las pruebas antes mencionadas con la presencia de ADN

fragmentado (Enciso et al., 2006).
X.4 Andlisis estadistico.

Los datos obtenidos en este estudio fueron analizados utilizando el programa
SPSS version 16.0 (2007). Se realizé la prueba de coeficientes parciales de
correlacion de Pearson, tanto para la comparacion de las diferentes técnicas de
la misma caracteristica y para conocer la relacién que existe entre el DFl y las

anormalidades, viabilidad e integridad de la membrana acrosomal.

Para este estudio se tomaron coeficientes de correlacion bajos (r=0.1 a 0.44),
medios (r=0.45 a 0.79) y altos (r=0.80 a 0.95).
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XI.

RESULTADOS.

En este estudio se encontré que la Motilidad del semen bovino descongelado
evaluada a las 0 h (Cuadro 1) va desde el 5 % hasta el 90% y a las 2 h
postdescongelacion mantenida a una temperatura constante, baja hasta el 1%
y se pueden encontrar datos hasta de 74.8% como se muestra en el Cuadro 1,
los porcentajes de motilidad de las muestras evaluadas mediante microscopia
Optica y el sistema CASA dividido en valores minimos (Min), primer cuartil o
percentil 25 (25%), segundo cuartil o percentil 50 (50%) que representa la
media de las muestras, tercer cuartii o percentil 75 (75%) y los valores

maximos observados en las muestras.

Cuadro 1. Calidad de la motilidad de las muestras de semen bovino

criopreservado evaluadas mediante CASA y microscopia optica.

Primer Segundo Tercer

Motilidad Min. cuartil cuartil cuartil Max.
25% 50% 75%

MIT 26 40.7 55.3 69.3 88.16
n=32
MIP 4.7 12.2 20.11 50.33 74.54
n=32
MIS 5 20 45 70 90
n=32
M2T 27.7 33.2 47.91 63.07 74.87
n=16
M2P 1.54 9.6 25.37 35.58 56.23
n=16
M2S 1 5 25 40 80
n=16

MIT: Motilidad Inicial Total mediante CASA; MIP: Motilidad Inicial Progresiva mediante CASA;
MIS: Motilidad Inicial Subjetiva mediante microscopia Optica; M2T: Motilidad Total 2 h
postdescongelacion mediante CASA; M2P: Motilidad Progresiva 2 h postdescongelacién
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mediante CASA; M2S: Motilidad Subjetiva 2 h postdescongelacion mediante microscopia

Optica.

Los valores del Cuadro 2 muestran correlacion significativa (p<0.001), siendo
entre MIT y MIP de r=0.907, evaluadas por medio del sistema CASA pero
media entre MIT y MIP con relacion a MIS (r=0.679 y r=0.465 respectivamente).
Los coeficientes de correlacion fueron medios entre la M2T y M2P con respecto
a la M2S y fueron significativamente similares (p<0.001; r= 0.687 y r=0.689

respectivamente).

Cuadro 2. Coeficientes de correlaciéon para el analisis de los diferentes métodos

para evaluar la Motilidad

MIT MIP MIS M2T M2P M2S

MIT 11 0.907°| 0.6797| 0.9267| 0.9107| 0.702"
N 32 32 32 16 16 17
MIP 0.907" 11 0.4657| 0.903°| 0.9217| 0.742"
N 32 32 32 16 16 17
MIS 0.679°| 0.465" 11 0.7857| 0.7527| 0.918"
N 32 32 33 16 16 17
M2T 0.9267| 0.9037| 0.785° 11 0.967°| 0.687"
N 16 16 16 16 16 16
M2P 0.9107| 0.9217| 0.7527| 0.967" 1| 0.689"
N 16 16 16 16 16 16

MIT: Motilidad Inicial Total mediante el sistema CASA, MIP: Motilidad Inicial Progresiva
mediante el sistema CASA, MIS: Motilidad Inicial Subjetiva mediante microscopia 6ptica,
M2T: Motilidad Total 2 h postdescongelacion mediante el sistema CASA, M2P: Motilidad
Progresiva 2 h postdescongelacién mediante el sistema CASA y M2S: Motilidad
subjetiva 2 h postdescongelacion evaluada mediante microscopia optica. ** p< 0.01

El porcentaje de espermatozoides con caracteristicas morfolégicas normales

fue diferente cuando se evalu6 mediante la tincion E-N que tuvo 70.4% y

51




mediante el sistema CASA siendo este de 58.7%. En el Cuadro 3 se muestran
la media de los porcentajes de las caracteristicas morfolégicas evaluadas a las
muestras de semen bovino criopreservado mediante la tincion E-N y su
observacion al microscopio 6ptico y la morfologia evaluada por el sistema
CASA.

Cuadro 3. Media de los porcentajes de caracteristicas morfolégicas evaluadas

por microscopia optica y tinciéon Eosina-Nigrosina, y por el sistema CASA.

ANORMALIDADES E-N (%) ANORMALIDADES CASA (%)
Nomales Cabeza Pza. Cola Gota Normales Cabeza Cola Gota Gota
% media Prox. % Distal Prox
d.s. d.s

70.48 8.04 212 796 26 58.79 8.69 9.09 17.05 3.8
+ 149 +574 +1.98 +8.78 1054 +20.31 +556 1554 +11.85 2.8
E-N: Eosina — Nigrosina., CASA: Sistema CASA (Analisis de Semen Asistido por

Computadora), d.s.: Desviacion Estandar.

No se encontré correlacion (p>0.05) entre la evaluaciéon de la morfologia
espermatica por medio de microscopia optica y la tincion E-N, y la evaluacion

de la morfologia mediante el sistema CASA.
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En el Cuadro 4 se muestran la media y desviacion estandar de los valores
porcentuales de acrosomas intactos evaluados por BBC, fijados mediante GLSB y

la tincidon Rosa de Bengala, observados por microscopia de contraste de fases.

Cuadro 4. Evaluacion de la integridad del acrosoma.

BBC (+ DS) GLSB (+ DS)
5495 + 15.8 34.37 (£19.4)
n=19 n=30

BBC: Azul Brillante de Coomassie, GLSB: Fijacion con Glutaraldehido Salino Bufferado y Rosa de

Bengala.

No se encontré correlacion (p>0.05) entre la evaluacion de la integridad de la
membrana acrosomal mediante la tincion BBC vy la fijacion con GLSB observada al

microscopio de contraste de fases.

En el Cuadro 5 se observan los coeficientes de correlacion de la evaluacion de la
integridad de la membrana plasmatica mediante la técnica de termoresistencia
(M2P, M2T y M2S) que fueron de r=0.668 (p<0.01), r=0.645 (p<0.05), y r=0.587
(p<0.05) con respecto al Test Hiposmotico (HOST). No se encontré correlacion
significativa (p>0.05) entre la tincidon supravital E-N para evaluar la viabilidad
(VEN, VEN2) y HOST. En cuanto a la correlacion que existe entre la
termorresistencia y la viabilidad se encontraron valores significativos entre M2P y
VEN (r=0.578, p<0.05), M2P y VEN2 (r=0.757, p<0.01).

Se observo una correlacion baja (r=0.421; p<0.05) entre la evaluacion de la
concentraciéon mediante el uso de la camara de Neubauer y la concentracion

mediante el sistema CASA.

Cuadro 5. Coeficientes de correlacion para el analisis de las técnicas para evaluar
la viabilidad espermatica o integridad de la membrana plasmatica
postdescongelacién mediante termoresistencia, hiposmosis y la tincién supravital

Eosina-Nigrosina evaluada 0 h postdescongelacion y 2 h postdescongelacion.
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M2P M2T M2S HOST VEN VEN2

M2P 1| 967 | 689 668°| 578 757
N 16 16 16 14 16 13

M2T 967" 1 687" 645 542" 747"
N 16 16 16 14 16 13

M2S 689" 687" 1 587 475 113
N 16 16 17 15 17 13

HOST 668" 645 587 1 461 546
N 14 14 15 15 15 11

VEN 578 542" 475 461 1 351
N 16 16 17 15 17 13

M2T: Motilidad Total 2 h postdescongelacién. M2P: Motilidad Progresiva 2 h postdescon-

gelacion. M2S: Subjetiva Motilidad 2 h postdescongelacion. HOST: Test Hiposmético.
VEN: Viabilidad Eosina-Nigrosina. VENZ2: Viabilidad Eosina-Nigrosina 2h postdescon-

gelacion. ** p< 0.01, * p<0.05.

Por su parte el DFI mostré un valor medio de 5.8% (+ 3.4). En el Cuadro 6 se

observa que no existe correlacion entre las variables estudiadas para

determinar la calidad de semen bovino criopreservado y el DFI (p>0.05).

Cuadro 6. Coeficientes de correlacion entre las caracteristicas para evaluar la

calidad de semen bovino y el DFI.

MIT MIP MIS M2T

DFI*  0.058 0.032 0.090 0.062

*p>0.05

VEN VEN2 BBC GLSB MRF
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M2P

0.093

M2S

0.098

HOST

-0.059

MRF2 CONCNEU CONCC



DFI* 0.234 0.134 -0.003 0.002 0.079 0.321 -0.136 0.035

MIT: Motilidad Inicial Total mediante CASA; MIP: Motilidad Inicial Progresiva mediante CASA;
MIS: Motilidad Inicial Subjetiva mediante microscopia 6ptica; M2T: Motilidad Total 2 h postdes-
congelacién mediante CASA; M2P: Motilidad 2 h Progresiva postdescongelacion mediante
CASA; M2S: Motilidad Subjetiva 2 h postdescongelacién mediante microscopia 6ptica, HOST:
Test Hiposmotico. VEN: Viabilidad Eosina-Nigrosina. VENZ2: Viabilidad Eosina-Nigrosina 2 h
Postdescongelacion, BBC: Azul Brillante de Coomassie, GLSB: Glutaraldehido Salino Bufferado,
MRF: Morfologia mediante E-N y microscopia 6ptica, MRF2: Morfologia mediante el sistema
CASA, CONCNEU: Concentracién mediante la cdmara de Neubauer, CONCC: Concentracion
mediante el sistema CASA.

*p > 0.05.

En el Cuadro 7 se muestra que la correlacion entre la motilidad y HOST siendo
de r=0.559, r=0.631 y r=0.563 (p<0.05) con la MIT, MIP y MIS respectivamente
y de r=0.522, r=0.575 y r=0.528 (p<0.05) entre éstas ultimas y la evaluacién de
la viabilidad mediante E-N, existe también correlacién (p<0.05) entre HOST y la
evaluacion de la integridad acrosomal mediante BBC (r=0.744), y por ultimo
entre la viabilidad mediante E-N y la tincién BBC (r=0.611).

Cuadro 7. Correlaciones encontradas entre algunas caracteristicas para

evaluar la calidad de semen.

HOST MIT MIP MIS EN EN2 BBC
HOST 1 0.559 | 0.631 | 0.563 - - 0.744*
MIT 0.559* 1 - - 0.522* 0.641* -
MIP 0.631* - 1 - 0.575* 0.595* -
MIS 0.563* - - 1 0.528* - 0.419*
EN - 0.522 | 0.575 | 0.528 1 - 0.611*
EN2 - 0.641 0.595 - - 1 -
BBC - - - 0.419 0.611 - 1

HOST: Test Hiposmaético MIT: Motilidad Inicial Total mediante CASA; MIP: Motilidad Inicial

Progresiva mediante CASA; MIS: Motilidad Inicial Subjetiva mediante microscopia optica.
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VEN: Viabilidad Eosina-Nigrosina. VEN2: Viabilidad Eosina-Nigrosina 2h Postdescongelacion,
BBC: Azul Brillante de Coomassie, *p<0.05
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XII.

DISCUSION.

Januskauskas et al. (1999), encontré una correlacién entre la motilidad total
evaluada subjetivamente (r=0.65, p<0.001) y por medio del sistema CASA
(r=0.50, p<0.001) cuando evaluaron semen bovino congelado a diferentes
tiempos de enfriamiento siendo valores similares a los encontrados en ésta
investigaciéon utilizando semen bovino descongelado. En ese mismo estudio
Januskauskas et al. (1999) encontré que existe una correlacion significativa
(p<0.001) entre la motilidad subjetiva y el porcentaje de espermatozoides vivos
con la membrana acrosomal intacta (r=0.42) y con el CASA (r=0.56), similares
a las de éste estudio. Es por eso que en muchos centros de IA relacionan la
motilidad subjetiva con calidad seminal.

El sistema CASA en este estudio y en los laboratorios en donde se utiliza ha
sido subutilizado, ya que por lo general no se toman en cuenta aspectos
cinematicos importantes de la calidad del movimiento del espermatozoide,

como la velocidad o patrones de movimiento de los espermatozoides.

Algunos autores han encontrado variaciones de hasta 30 y 60% en
evaluaciones de motilidad subjetiva en semen de humanos y animales en una
misma dosis (Contri et al., 2010). En éste estudio los porcentajes de motilidad
fueron muy variables, siendo el minimo de 5% al 90%. Esto puede estar
relacionado con diferencias entre las distintas razas de toros utilizados y entre

los distintos lugares de procesamiento de las muestras evaluadas.

Segun Barth y Okko (1989), las muestras de semen con un porcentaje de
espermatozoides morfolégicamente normales inferior al 70% deberan
descartarse para congelaciéon e IA y cualquier anomalia, ya sea primaria o
secundaria puede llegar a comprometer la fertilidad del semen, pese a la alta

motilidad que pudiera tener (Muifio et al., 2008).

En éste estudio el porcentaje de espermatozoides normales evaluado mediante
tinciones como E-N fue de 70.4, mientras que por el sistema CASA fue de 58.7,

encontrandose una correlacion baja entre ellos (r=0.227) no significante
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p>0.05, esto podria deberse a que el sistema CASA evalia morfometria o
tamano celular. Un determinado numero de pixeles le indica a la computadora
el rango de pixeles que es aceptable para una cabeza espermatica normal, asi
como los rangos minimos y maximos por especie (Mortimer, 1997), también
aporta parametros como anchura, longitud, area y perimetro y algunos
derivados de las formas de la cabeza espermatica, elipticidad, rugosidad,
elongacion y regularidad, parametros que con los métodos tradicionales de
observacion visual y subjetiva no se podrian detectar (Holt et al., 1994; Hidalgo
et al., 2008).

El porcentaje de acrosomas intactos encontrados mediante GLSB y el
microscopio de contraste de fases fue de 34.3%, menor que al evaluarlo con
CBB y microscopio de campo claro que fue de 54.9%, y su correlacion fue baja

y no significativa (r=0.346, p>0.05).

La subjetividad de la evaluacion de las muestras mediante GLSB y la baja
correlacion que se encontré entre ésta y la evaluacion del acrosoma mediante
BBC en el presente estudio sugiere la existencia de distintos grados de dafio
acrosomal en el semen descongelado, en muchos casos indetectable en la
valoracién subjetiva. Puede ser que debido a la inexperiencia del evaluador, la
subjetividad de la técnica y la calidad del microscopio de contraste de fases, la
integridad acrosomal de los espermatozoides con GLSB no se pudo determinar
correctamente y menos células con acrosomas dafiados pudieron ser
contadas. Esta explicacion es solamente especulativa y merece una mayor

investigacion.

Richardson et al. (1992) compararon diferentes técnicas para evaluar
acrosomas mediante GLSB y FSB en semen bovino descongelado en donde
observo un decremento del porcentaje de acrosomas intactos del dia 0 al dia 7.
Demostraron también que muestras diluidas en Yema de Huevo y fijadas con
FSB tenian una alta precipitaciéon después de conservarlos por varios dias. La

media del porcentaje de acrosomas evaluados con GLSB al 2% fue de 51.6
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11.9. La correlacion entre el porcentaje de acrosomas intactos y el porcentaje

de motilidad progresiva en muestras no fijadas fue de 0.65.

Saacke y White (1970) reportaron una alta correlacién entre la integridad
acrosomal después de 2 h postdescongelacién y la fertilidad por medio de la

medicion de 90 dias de no retorno al estro.

Johnson et al. (1976) encontraron un mayor porcentaje de espermatozoides
con acrosomas intactos cuando al GLSB al 2% se le adicion6 cacodilato de Na,
es posible que éste necesite ser adicionado al GLSB para preservar la

integridad acrosomal como el FSB lo hace.

La integridad del acrosoma esta altamente correlacionada con la 