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RESUMEN

En los ultimos 50 afios en Colombia se ha venido utilizando la inseminacion
artificial como herramienta para el mejoramiento genético de un hato, aumentar la
productividad y evitar pérdidas econdémicas en el remplazo de toros. Para esto se
ha utilizado la criopreservacion de semen, teniendo en cuenta que la eficiencia de
fecundacion de este semen congelado depende de diferentes factores, los cuales
llegan a influir sobre la vida de la célula espermatica bovina, tales como: el

diluyente, el crioprotector utilizado, la calidad seminal y la curva de enfriamiento.

El objetivo de este trabajo fue comparar la efectividad de dos medios diluyentes
Botu-Bov® y Tris citrato yema de huevo en semen bovino en el proceso post-
descongelamiento en toros brahman, mediante la evaluacién de cuatro pruebas
especificas: integridad y funcionalidad de la membrana plasmatica en la cola del
espermatozoide mediante la prueba HOST; la viabilidad espermatica por medio de
la prueba de termo resistencia, la morfologia espermatica por medio de
coloraciones, la supervivencia y longevidad espermatica post-descongelacion del
semen bovino congelado con los dos diluyentes. Para esto se utilizaron diez (10)
toros de la raza brahman con edades (entre 2 y 5 afios), manejados en sistema de
pastoreo rotacional; los toros se encuentran ubicados en el municipio de Sonsoén
Antioquia. El semen se obtuvo por medio de la técnica de electroeyaculacion, cada
muestra seminal se analizdé tanto microscOpica como macroscOpicamente. Los
eyaculados fueron fraccionados en dos muestras sometidas a la criopreservacion
con los diluyentes Botu-Bov® y TRIS posteriormente se congelo con una curva de
enfriamiento realizada en una nevera convencional a 5°C durante 4 horas sin abrirla

para evitar el cambio de temperatura.

Con este estudio se demuestra que el uso de diluyentes a base yema de huevo se
obtienen mejores indices de viabilidad pos-descongelacion en semen de toros
brahméan en la regiébn de Antioquia, debido a la accion de las lipoproteinas y
fosfolipidos protegiendo las membranas espermaticas aumentando la proporcion de
colesterol y fosfolipidos presentes en los espermatozoides, reduciendo asi la

ocurrencia del choque térmico y favoreciendo la manutencién del espermatozoide.
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ABSTRACT

During the last 50 years in Colombia has been used artificial insemination as a
tool for genetic improvement of a herd, it is also used to increase productivity and
avoid losses during replacement of bulls. In order to achieve this goal has been
used Cryopreservation of semen; taking into account that the fertilization efficiency of
this frozen semen depends on different factors, that affect the life of the bovine
sperm cell, such as: the diluent, the cryoprotectant used, semen quality and freezing

curve.

The principal aim of the present work was to compare effectiveness of two
extenders Botu-Bov® and Tris-egg yolk in bovine semen at the post-thaw process on
bulls Brahman, in order to achieve this objective are evaluated four specific test:
integrity and functionality of the plasma membrane in the sperm tail using Host test,
sperm viability through Thermal resistance test, sperm morphology employing
staining, survival and longevity sperm post-thaw of the bovine semen freezing in
TRIS-egg yolk or Botu-Bov®.

For this study, ten bulls Brahman between 2 and 5 years old, handled in rotational
grazing system, these bulls are located in Sonson. Antiquia. The semen was
obtained by electroejaculation technique; each seminal sample was analyzed using
microscopic and macroscopic methods, the samples were split into two groups for

freezing in TRIS-egg yolk or Botu-Bov® with a freezing curve.

This study demonstrates that the use based thinner yolk obtain better rates post-
thaw viability in Brahman bull semen in the Antioquia region, due to the action of
lipoproteins and phospholipids protect the sperm membranes increasing cholesterol
and phospholipid ratio present in the sperm, thereby reducing the occurrence of

thermal shock and facilitating the maintenance of sperm.



INTRODUCCION

En Colombia la inseminacion artificial en toros ha tomado auge durante los Ultimos afnos,
cobrando importancia el uso de pajillas con semen congelado, puesto que esto facilita el
manejo a nivel reproductivo. EIl éxito de la produccién bovina encuentra sus pilares en la
eficiencia reproductiva del hato, esta eficiencia depende del aporte de los toros (Cardozo,
2.000) y la forma de mejorarla es la utilizacién de semen congelado. El utilizar este tipo de
biotecnologias aplicadas a la reproduccién permite maximizar el uso de la genética superior
permitiendo el aumento de la productividad (Celeghini, 2.005). Las razas de ganado cebl
son la base genética del ganado en Colombia. Las caracteristicas fisioldgicas, de resistencia
y productivas de este tipo de ganado han permitido adaptarse favorablemente al ambiente de
tropico humedo bajo que compone gran parte del territorio colombiano.

Por esto, el cebl (Bos indicus) y sus cruces han sido ampliamente usados por los
ganaderos en nuestro pais (Novoa, 2.010) los ganaderos en busca de un mayor retorno
financiero por medio de la eficiencia de los sistemas de produccidon intensificada han
instaurado el uso de biotecnologias de la reproduccion con el fin de mejorar su hato,
seleccionando animales de la mejor genética y el uso de inseminacién artificial; para la
estacion de monta en su hato. La utilizacion de estas herramientas es de gran importancia
puesto que contribuyen al mejoramiento genético y el aumento de la productividad en el
sector (Vishwanath, 2.003) ademas ayudan al médico veterinario a generar animales
fenotipica y genotipicamente superiores. El uso de la inseminacion artificial necesita el uso

de semen congelado (Celeghini ,2.005) o semen fresco

A partir del uso del eyaculado de un reproductor genéticamente superior es posible
fecundar varias hembras maximizando la distribucion de genes favorables, se minimiza el
contacto coital evitando la propagacion de enfermedades infecciosas trasmitidas
sexualmente, transporte a distancia, minimiza gastos econdémicos en cuanto a la
manutencion de un reproductor o varios toros y facilita el manejo; ademas nos proporciona
un largo almacenamiento, permitiendo la utilizacién de germoplasma superior en toros ya

muertos. (Bailey; Bilodeau; Cormier, 2.000).

También proporciona la formacién de un banco de reserva genética para animales de alto

valor zootécnico, permite el intercambio entre diversos criadores de diferentes regiones y



paises. La congelacion de semen evita pérdidas econdmicas cuando un reproductor muere

y ayuda a la conservacion de la especie, raza (Watson, 2000).

La inseminacion artificial es una técnica viable econdmicamente, capaz de mejorar la
genética de un hato, nos ahorra trabajo, nos disminuye la reposicién de toros, nos facilita
cruzamientos y lo mas importante garantiza la obtencion de crias con mayor potencial de

produccién y reproduccion.

Colombia se estd enfrentando a nuevos tratados de libre comercio con paises como
Brasil, argentina, Estados Unidos entre otros, lo que lo obliga a ser competitivo con estos
dichos paises, aumentando la necesidad de modernizar y hacer que una de las principales
formas de participacion ganadera colombiana sea la exportacion de embriones bovinos y
semen, ya que en este pais se han venido creando muy bueno bancos de germoplasma
bovino con alto valor zootécnico(Fedegrario,2009) por eso se debe estandarizar la técnicas
de congelamiento de semen bovino para de esta forma poder competir en cuanto a calidad
con los otros paises.



1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo General

Comparar la eficiencia entre dos diluyentes Botu-Bov® Yy tris-citrato-yema de huevo en

semen bovino durante el proceso pos- descongelamiento

1.2 Objetivos Especificos

Determinar cudl diluyente mejora la viabilidad de las células esperméaticas post-

descongelacién mediante la prueba de termo resistencia.

Analizar la eficiencia de cada diluyente frente a la integridad y funcionalidad de la
membrana plasmatica de la cola del espermatozoide post-descongelacién utilizando la
prueba de HOST.

Comprobar la vitalidad espermatica de cada diluyente post-descongelacién por medio de
la coloracién Eosina/Nigrosina.

Establecer cual diluyente preserva una adecuada morfologia espermatica post-

descongelacion usando tinciones vitales.



2. MARCO TEORICO

2.1 Historia

La criopreservacion se remonta a 1677, cuando una carta escrita por Antonie Van
Leeuwenhoek a la real sociedad de Londres reporta el hallazgo de haber encontrado células
moviles en el semen humano (Van Leeuwenhoek, 1677). En 1982 Derivaux informa que los
primeros en usar inseminacién artificial fueron los arabes en el siglo XIV, pero los primeros
datos que se tienen son del italiano Spallanzani que insemino una perra en 1779 quedando

prefada.

Por otro lado en 1803 Spallanzani informa que el esperma en la nieve ho muere solo se
inmoviliza y que puesto al calor recupera su movilidad por unas horas (Bearden, 1982).

Luego

Mantegazza (1866), reporté en sus hallazgos que el semen puede ser preservado al

reducir la temperatura y escribio:

“si el semen humano puede ser preservado por mas de 4 dias a la temperatura que
se derrite el hielo sin pasar por ningun cambio, de seguro los investigadores del futuro
podran mejorar la calidad de los caballos y vacas, sin tener que pagar mucho dinero
por el trasporte de sementales. Sera facil llevar inseminaciones artificiales con semen
congelado de una localidad a otra”

En 1940 Phillips y Lardy descubren un medio nutritivo para diluir el eyaculado (Bearden
1982) y en 1942 Salisbury ideo un diluyente a base de citrato de sodio y yema de huevo, que
resulto de fundamental importancia pues evita el shock frio de los espermatozoides
sometidos al congelamiento y a lo que se le debe la difusion de la I.A (Oka, 2001). Almquist
fue el primero en comunicar el uso de la penicilina para el control de contaminantes

bacterianos del semen (Bearden, 1982).

En 1940 se hicieron varios intentos para congelar el semen solamente bajando su
temperatura, pero dieron como resultado una recuperacion muy baja como consecuencia de
la formacion de cristales de hielo en el interior de los espermatozoides, en esta época no

existian los crioprotectores, y los primeros intentos para evitar la formacién de cristales de
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hielo fue el uso de la vitrificacién, un proceso de congelamiento tan rapido que no permite
gue se formen cristales (Parkers, Polge, Smith, 1949). Estos mismos autores en 1952
adicionan con éxito la glicerina al diluyente como medio de proteccion del espermatozoide al
encontrar que si se mezclaban los espermatozoides con glicerol y se dejaba asi durante una
noche antes de la congelacion los resultados de este proceso serian mejores, los
espermatozoides absorben el glicerol para remplazar cierta cantidad de agua de la célula, en
la actualidad esto se conoce como tiempo de equilibrio (Bearden, 1982). En 1957 los
americanos iniciaron el uso de nitrégeno liquido como refrigerante para la congelacién y

almacenamiento del semen.

2.2 Aspectos Fisiol6gicos del Congelamiento del Semen

El congelamiento es un método que permite preservar una célula a temperatura
extremadamente baja, permitiendo que el metabolismo se reduzca absolutamente sin que se
pierda su potencial vital a temperaturas de -196°C no hay reacciones bioguimicas ni energia
térmica dentro de la célula, no hay cambios de indole genético. Dicha estabilidad es
mantenida solo a temperaturas por debajo de los -130°C, puesto que a temperaturas
mayores, puede haber agua no congelada intracelularmente la cual permite funciones

metabdlicas, causando degradacion de la célula (Palacios,1994).

El objetivo de este método es mantener los siguientes requerimientos y propiedades de

un espermatozoide para poder fertilizar:

¢ Metabolismo para llevar a cabo la produccién de energia para sus funciones.

e Proteinas necesarias para la sobrevivencia dentro del aparato reproductor
femenino y para la adhesién al ovocito en el momento de la fertilizacion.

e Mantener enzimas acrosomales Utiles para penetracion al ovocito.

e Capacidad de movimientos progresivos (Amman, Pickett, 1987).

Al reducir la temperatura por debajo de los 20°C, el espermatozoide comienza a presentar
cambios biofisicos, principalmente en la membrana plasmatica, cuando se somete a
temperatura entre los 0°C y los -20°C o hasta los -60°C, el espermatozoide sufre efectos de
descomposicién idnica y de liquidos suficientemente grave para causar un choque térmico

(Carvalho,2005). Esto se detecta al microscopio por la presencia de espermatozoide con
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cola doblada, con pérdida de movilidad por la disminucion de energia, o realizando
movimientos en circulo, lo cual se debe al aumento de la permeabilidad de la membrana

plasmatica y a la salida de iones y moléculas.

Durante la congelacion se producen fendmenos que se derivan del enfriamiento tales
como la formacion de cristales intracelulares y extracelulares, deshidratacion y distorsion de
la membrana (Daw, Farrant, Morris ,1973).

El termino pre congelado define el momento umbral antes que una célula o su ambiente
sean congelado (Franks, 1983), dentro de la célula hay también agua precongelada, la cual
se difunde hacia el exterior de la célula para que la concentracion de sales en el interior y el
exterior de la misma se equilibren, sucediendo asi la deshidratacion celular. Si el agua no
sale rapidamente hay formacion de cristales intracelulares, que dafian mecanicamente a la

célula.

Si la tasa de enfriamiento es lenta hay alta concentracién de sales en la parte no
congelada de la célula lo que puede dafarla, por esto es importante encontrar el ritmo

6ptimo de enfriamiento (Amann, pickett, 1987).

2.3 Principios de Criopreservacion

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

El principal propésito de este es mantener la capacidad fertilizante de los
espermatozoides en cuanto a la dilucion de los eyaculados proporcionando el uso maximo

de toros genéticamente superiores Kommisrud , Graffer , Steine (1996).

El semen bovino criopreservado proporciona menores tasas de fertilidad en relacion con
el semen fresco basandose en el numero de espermatozoides moviles y los resultados de
fertilidad de semen congelado son inferiores a los obtenidos con semen fresco (Watson,
2000).



12

Durante la crioconservacion el semen es sometido a etapas de refrigeracion, congelacion
y descongelacion. Estas son capaces de causar varios grados de dafio celular, reduciendo
la fertilidad cuando se compara con la de semen fresco. Esta reduccion se debe a una
combinacion de la pérdida de la viabilidad del esperma y el patron de motilidad de la
poblacion sobreviviente (Watson, 2000). Algunos de los factores que afectan la
supervivencia del semen congelado, son la composicion del medio, los crioprotectores y las
tasas de congelacién/descongelacion (Liu, 1998). Incluso bajo las mejores condiciones de
criopreservacion, alrededor de la mitad de la poblacién inicialmente mueren después de la
descongelacién y en los que sobreviven pueden producirse cambios que afecten la actividad

funcional del esperma descongelado (Medeiros et al, 2002).

Si el ndmero total de esperma funcional para la inseminacién artificial con semen
congelado es menor que el nimero necesario para alcanzar una alta probabilidad de
fertilizacion (20x10°), las posibilidades de éxito son reducidas. (Watson ,2000) Se requiere
ocho veces mayor concentracion de esperma congelado para lograr una tasa de fertilizacion
equivalente a la obtenida en vivo Shannon “et al.”(1995) para asi compensar la pérdida de
los gametos. Ademas, el semen sometido a condiciones de criopreservacion se expone a la

dilucién de plasma seminal y bajas temperaturas (Medeiros et al, 2002).

Estos cambios resultan en el tiempo de supervivencia la disminucion de los
espermatozoides, asi como su capacidad de interactuar con el medio ambiente del tracto
reproductivo femenino. Esto se debe principalmente a que los resultados dependen de
factores tales como el diluyente, el crioprotector usado y el tamafio del sistema de empaque;
asi como también de la calidad seminal, parametro altamente variable entre individuos
(Landsverk, 2000).

El proceso de refrigeracion forma parte de la criopreservacion del semen; sin embargo,
también puede utilizarse como método de conservacion a corto plazo, para lo que necesita
medios diluyentes adecuados que deben contener componentes especificos, es decir, una
solucion tampon, sales, azucares y sustancias que aporten una cierta proteccion de la
membrana contra el descenso de temperatura, como la yema de huevo (Parks Graham,
1992).
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A diferencia de la refrigeracion del semen, el proceso de criopreservacion necesita
también del empleo de un agente crioprotector que permita un descenso mayor de la
temperatura, desde el descubrimiento del glicerol como agente crioprotector efectivo (Polge
et al,1949) y del establecimiento de las técnicas bésicas de criopreservacion, el semen de
una variedad de especies se congela y se utiliza con éxito en la inseminacién artificial, con
excepcion de los boévidos, la utilizacion generalizada de semen congelado no se ha
extendido a las otras especies domeésticas (Parks y Graham, 1990; Holt, 2000), esto se debe
en parte porque los protocolos de criopreservacion no arrojaron resultados aceptables de
fertilidad (Parks y Graham, 1990). Las diferencias entre especies se deben principalmente a
diferencias en la fisiologia, la bioquimica del espermatozoide y, también, a las variaciones en
la anatomia y fisiologia del tracto reproductor femenino que dan lugar a importantes

diferencias en las caracteristicas del transporte espermético (Holt, 2000).

La reduccién de la temperatura por debajo de los 37°C vy, principalmente, de los 20°C
induce una serie de alteraciones de naturaleza biofisica en el espermatozoide (Amann y
Pickett, 1987). El mayor desafio para las células en el proceso de congelacion no es resistir
a las bajas temperaturas del nitr6geno liquido, sino mantener la viabilidad en un rango de
temperaturas, entre los —15°C y —60°C, que las células experimentan por dos ocasiones, es
decir, durante la congelacion y durante la descongelaciéon. A —196°C no se producen
reacciones térmicas, puesto que debajo de los —130°C no existe agua en el estado liquido
(Mazur, 1984).

Con el enfriamiento de la suspensién celular por debajo de los 0°C, se producen una serie
de procesos nocivos para la célula que comienzan con la formacion de hielo en el
compartimento extra-celular, la membrana plasmatica actia como barrera, impidiendo la
expansion de los cristales de hielo del medio exterior hacia el compartimento intracelular
(Watson, 1979). Las sales no forman parte de los cristales de hielo, de modo que habra una
considerable concentracion de sales en la porcion remanente del agua no-congelada, el
aumento del gradiente osmético a través de la membrana plasmatica provoca la difusion del
agua intracelular hacia el ambiente extra-celular, causando deshidratacion de la célula y de
la membrana plasmatica (Amann y Pickett, 1987). Por tanto la deshidratacion osmética, mas

que la formacion de hielo intra-celular, es la principal causa de las alteraciones estructurales
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de la membrana y una de sus consecuencias es la pérdida de la selectividad de la
membrana (Parks y Graham, 1992).

Cuando las células estdn sujetas a temperaturas inferiores a 0°C, inicialmente se
refrigeran més del tiempo adecuado se “super refrigeran”, el modo en que van a recuperar el
equilibrio depende del ritmo de refrigeracién y de su permeabilidad al agua. Si el ritmo de
enfriamiento es lento o si la permeabilidad al agua es elevada, las células se equilibran por la
transferencia del agua intracelular hacia el hielo externo, o sea, se equilibran por
deshidratacion; pero si son refrigeradas rapidamente o si su permeabilidad al agua es baja,
éstas se van equilibrar, en parte, por congelacién intracelular (Mazur, 1970). El ritmo de

enfriamiento debe, por tanto, tener en cuenta estos fenbmenos (Amann y Pickett, 1987)

La presencia de hielo extracelular, aunque puede deformar las células, no causa ruptura
de la membrana plasmatica ni tampoco dafios irreversibles (Watson, 1979). Por el contrario,
la formacion intracelular de cristales de hielo provoca lesién y muerte de la célula, dado que
la formacion de hielo intracelular es dependiente del ritmo de congelacion y descongelacion,
el estricto control del ritmo del descenso y del aumento de la temperatura puede minimizar
las lesiones celulares causadas por el hielo intracelular, hay que tener en cuenta que, si el
ritmo de congelacion es extremamente rapido el hielo intracelular constituye microcristales y

los dafios derivados son muy reducidos (Amann, Pickett, 1987).

El proceso de criopreservacion incluye cinco (5) etapas: dilucién, refrigeracion, adicion del
crioprotector, congelacién y descongelacién, mientras que algunas fases son relativamente
inocuas, otras son muy estresantes como es el caso de la refrigeracion y la congelacion
(Watson, 1995). Cada etapa del protocolo ejerce una interaccion especial con la estructura,
la funcion de la membrana y con el metabolismo celular (Hammerstedt Graham y Nolan,
1990); pudiendo el espermatozoide perder su capacidad de funcionar normalmente en
cualquiera de estas etapas (Watson, 1995). Por otra parte, dichas etapas del protocolo de
congelacion se influencian mutuamente, asi que los ritmos de cambio de temperatura
elegidos en una determinada etapa del proceso afectan directamente a los que se utilizarédn
en la etapa siguiente (Hammerstedt et al, 1990). Es por eso que el logro de una longevidad
celular maxima, requiera que el ritmo de descongelacion esté en concordancia con el ritmo

apropiado de congelacion (Mazur, 1984).
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El resultado de un protocolo de criopreservacion depende de una serie de factores como
la composicion del diluyente y la concentracion del crioprotector, el ritmo de refrigeracion y
de congelacion, y el ritmo de descongelacion (Mazur, 1984). Idealmente, estos pasos
deberian reducir al minimo los dafios celulares y asegurar una adecuada longevidad in vivo e
in vitro (Farstad, 1996). No obstante y a pesar de los progresos en los protocolos de
criopreservacion, los datos de motilidad y de integridad de la membrana indican que solo

cerca del 50% de las células sobreviven al proceso de congelacion (Curry, 2000).

Durante algun tiempo, se ha asumido que los espermatozoides que sobrevivian a los
procesos de refrigeracion, congelacion y descongelacion eran semejantes a las células pre-
congeladas, es decir, que no se verian afectados por los tratamientos de conservacion
(Watson, 1995), Sin embargo, advierte que los espermatozoides sobrevivientes presentan
caracteristicas diferentes a las que tenian antes de la congelacién; lo que corrobora tras
observar que, utilizando el mismo nimero de espermatozoides en inseminacion artificial, los
espermatozoides criopreservados proporcionan niveles de fertilidad mas reducidos que el
semen fresco (Watson, 1996). Asi mismo, la evidencia de que la motilidad del semen
descongelado se mantiene durante menos tiempo, en comparacién con la del semen no
congelado, permite concluir que los espermatozoides descongelados son menos resistentes

y que el proceso de congelacion altera las membranas (Parks y Graham, 1992).

La sobrevivencia después de la crioconservacion de muchos tipos de células, incluyendo
los espermatozoides, es fuertemente dependiente de la tasa de congelacion/descongelaciéon
y especialmente de la temperatura a la cual las células son enfriadas antes de su
introduccion en nitrégeno liquido, fendmeno conocido como “temperatura intermedia de

sumergimiento sub-cero” (Watson, 1995).

Se ha reportado que uno de los factores criticos para la sobrevivencia de las células
después de la congelacion, es abolir la formacion de cristales de hielo intracelular, por medio
de una deshidratacion adecuada antes de su sumergimiento en nitrégeno liquido, lo cual
también estd estrechamente relacionado con bajas tasas de enfriamiento que permiten un

mayor eflujo de agua intracelular (Mazur, 1970; Medina Y Robles., 2006).

La refrigeracion y la congelacion son acontecimientos que pueden conducir a la muerte o

bien a alteraciones funcionales del espermatozoide, las lesiones causadas en la membrana y
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en los distintos organulos del espermatozoide derivan de dos de los principales motivos de
estrés de la criopreservacion: 1.) las alteraciones de la temperatura y la formacion y
disoluciéon de los cristales de hielo (Watson, 1995). 2.) la cristalizacion implicada en las
alteraciones osmoticas, que conducen a dafios celulares evidentes (Homfo y Berg, 1989).
En consecuencia, la motilidad y la integridad acrosomica disminuyen de modo significativo,
tras la congelacion/descongelacion.

2.4 Diluyentes

Para minimizar los efectos perjudiciales de la criopreservacion se han venido probando a
través de los afios numerosos diluyentes, aditivos y crioprotectores para proteger la célula,
proporcionando substratos para el mantenimiento durante y después de la congelacion Leite,
Scherder, Almeida, Zuccari y Silva (2011).

Como menciona Chaveiro (2006) La composicion del diluyente es de gran importancia
para la supervivencia de los espermatozoides durante la criopreservacion, se deben
considerar varias caracteristicas del ambiente como la concentraciéon del crioprotector, la

concentracion de sal y de la inclusién de detergentes

La interaccion entre las células espermaticas y el medio diluyente representan un factor
crucial para la preservacion de la integridad espermatica y habilidad de fertilizacién

Manjunath, Nauc ,Bergeron y Menard, (2002).

Muchos diluyentes se han descrito entre los cuales se encuentran:

¢ Diluyente de yema de huevo fosfatada:
Composicion: NazHPO412H20, KH2PO4, agua destilada y yema de huevo este
diluyente permite conservar la actividad fertilizante del esperma durante algunos dias;
presenta el inconveniente de hacer dificil el examen del esperma en el momento del
empleo debido a la presencia de grumos de grasa, frente a los cuales el fosfato no

tiene ninguna actividad que lo disperse.

¢ Diluyente de yema de huevo citrada:
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El esperma contiene &cido citrico y la adicion de este producto a una solucién de
ringer—fosfato aumenta la vitalidad de los espermatozoides y se demostrd entonces
gue un medio a base de citrato sédico era mejor que el de fosfato asegurando mejor
la vida y fertilidad de los espermatozoides este diluyente contiene NazOeHs072H20
citrato de sodio por 100ml de agua destilada medio isoténico al que se le afiade la
yema de huevo. Este facilita el examen microscépico porque el citrato se une al calcio
y otros metales pesados ejerciendo asi una accion dispersante sobre los glébulos

grasos de la yema de huevo.

Diluyentes a base de glicocola y glicerina:
Contiene yema de huevo con glicocola en igual volumen este medio asegura in vitro
una supervivencia de duraciéon mas larga que la que se consigue con los medios de

yema de huevo fosfatada y citrada (Derivaux, 1982).

Estos efectos favorables de la glicocola son debido a su unién con ciertos metales

pesados que tienen un efecto desfavorable sobre la vitalidad del espermatozoide.

Lo mismo sucede con la glicerina cuando se adiciona a medios conservados a 5°C y

empleados de inmediato, se sefiala que la eficacia reproductora del esperma diluido en el

medio de leche y glicerina es mejorada.

Diluyentes a base de leche:
La leche contiene fosfatos, citratos y azucares; por esto, fue recomendado como
medio de criopreservacion por autores rusos quien comenzaron a utilizarlo en

esperma dificil de conservar.

Una serie de trabajos han demostrado que la leche homogenizada, descremada
pasteurizada, y en polvo reconstruida adicionando antibiéticos como penicilina y
estreptomicina pueden constituir un buen medio de dilucion a este también se le

puede agregar glicina o glicerol, mejorando ventajosamente (Kenney ,1975)

Diluyentes a base de gelatina :
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En Dinamarca se emple6 de base el medio fosfato-glucosa, gelatinado con yema de

huevo pero este no ofrecio ventaja sobre los otros medios.

También se han utilizado diluyentes a base de leche de coco y yema de huevo los cuales
aseguran una mayor supervivencia a 2-3°C que el medio de citrato yema de huevo y
diluyente a base de extractos de musculo, de corazén de buey, de embriones de ternera,
permitiendo una conservacion bastante buena pero tiene una desventaja de ser de
preparacion delicada, dificiles de esterilizar y por tanto conservar y poseen un precio

bastante elevado (Derivaux, 1982).

Los componentes basicos de los diluyentes de congelacién son una sustancia iénica y no
iGnicas para mantener la osmolaridad (tampones) y los medios de comunicacién, una fuente
de lipoproteina de alto peso molecular para proteger la célula contra el choque térmico, tales
como yema de huevo y leche; azlcares, glicerol, 1,2-propanodiol o dimetilsulféxido (DMSO)
como crioprotectores y otros aditivos tales como antioxidantes, enzimas y antibiéticos
(Vishwanath, 2000).

Un sistema tampdn debe ser uno de los constituyentes de los disolventes para neutralizar
los iones de hidrégeno producidos por el metabolismo esperméatico, manteniendo el pH de la

solucién cercano a la neutralidad (6,8 a 7,1).

Los buferes mas utilizado en los diluyentes para semen bovino son el citrato, por sus
propiedades tamponantes como mejorar la solubilidad fracciones de proteina de yema de

huevo y Tris hidroximetil-aminometano (TRIS) (Borges, 2003)

Los disolventes utilizados se basan en la yema de huevo y leche, en este Ultimo caso
necesario considerar la inactivacion de lactenina, sustancia bacteriostatica que actia como
el factor toxico espermatozoide (Amirat, 2004). EI mayor inconveniente del uso de
disolventes a base de leche es la baja visibilidad del esperma bajo el microscopio, por lo que
las evaluaciones post-descongelacion es mas dificil, diversos medio utilizan leche integral
homogenizada o leche descremada fresca, también agua coco siendo utilizados para la
preservacion seminal aunque la yema de huevo prevalece para la criopreservacion (Amirat
Anton et al, 2005).
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La yema de huevo en combinacion con sustancias tamponadas como el tris—
hidroximetilaminometano) y citrato de sodio son los constituyentes mas comunes que se
encuentran en los medios diluyentes de congelacion de semen bovino (viswanath y
Shannon,2000), el tris yema de huevo es el medio diluyente mas utilizado en el mundo
segun (Tardif Farrel y Trouern,1997) existen resultados cientificos y comerciales que
demuestran que utilizando este diluyente se observan motilidad alrededor del 50% post-
descongelacion para semen bovino en relacion con semen fresco (Bilodeau Blanchette y
Cormier,2002). Sin embargo, debe prestarse atencién al hecho que el diluyente en los
animales que contienen los compuestos es mas dificil estandarizar, y es mayor el riesgo de

contaminacién microbiana.

Los crioprotectores penetrantes son necesarios para la criopreservacion de la mayoria de
las células (Chaveiro et al, 2004) varias moléculas han sido probadas en relaciéon con
eficiencias de otros crioprotectores apuntando al glicerol como el crioprotector de eleccion

para la congelacién de espermatozoides bovinos (Guthrie Liu y Crister 2002).

2.4.1 Adiciones Empleadas en Diluyentes

e Glucosay fructosa:

Esta elemento favorece la vitalidad de los espermatozoides , también intervienen por
su accion fisica en mantener la presion osmoética y un balance electrolitico

conveniente para el medio y energia metabélica (Derivaux, 1982)

e Agentes antimicrobianos:

Desde 1941 se puso atencién al problema de los contaminantes microbianos en el
eyaculado del toro, muchos no son patdégenos, pero compiten con los
espermatozoides por nutrientes y producen compuestos metabdlicos que tienen
efectos adversos sobre la viabilidad de los espermatozoides y generan
contaminacion. (Salisbury, 1982)

En 1946 se descubrié el efecto benéfico de afiadir antibioticos a los diluyentes de

semen, algunos de los antibioticos empleados en los diluyentes son:
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Sulfonamidas

Penicilinas
Estreptomicinas

Polimixina (bearden, 1982)

2.4.2 Caracteristicas que Debe Reunir un Diluyente

1. Capacidad amortiguadora (evitar cambios de pH al neutralizar los &cidos

8.

producidos por metabolismo de los espermatozoides)

Deben ser isoténicos al semen (tener la misma concentracion de iones libres)
Proporcionar nutrientes para el metabolismo de los espermatozoides

Proteger a los espermatozoides de las lesiones producidas por el choque
térmico

Los espermatozoides deben de estar protegidos contra dafio durante la
congelacion y descongelacion

Controlar contaminantes microbianos

Preservar la vida de los espermatozoides con un minimo de efectos sobre la
fertilidad (Bearden,1982)

En los ultimos afos los laboratorios han elaborado diferentes preparaciones de diluyentes

comerciales de facil uso a nivel de campo y sin necesidad de tener que contar con un

laboratorio o con equipos sofisticados, pero tienen el inconveniente que a nivel de campo es

dificil reunir todas las condiciones para su elaboracién.

Ejemplos de diluyentes comerciales:

e El universal IMV:

Fabricado en Francia, por la compafia IMV. Este es un concentrado de dos pasos,

en el cual hay que preparar la porcion glicerada y la no glicerada. El concentrado es

llamado “concentrado buffer EUROPHOS” y contiene buffer de iones hidrogenados,

acido citrico y carbohidratos; ademas antibiéticos CSS que equivale a 60mg de

tilosina, 300mg de gentamicina y 180/360mg de lincospectina; y glicerol (Manual

universal de IMV)
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e Triladyl:
Fabricado en Alemania, por el laboratorio minitube; que estd basado en tris (hidroxi-
metil aminometano, un amortiguador sintético) y ademas contiene agua destilada,
glicerol, &cido citrico, fructosa y por cada 100ml contiene los siguientes antibiéticos:
tilosina 5mg, gentamicina 25mg, espectinimicina 30mg y lincomicina 15mg. Se agrega

yema de huevo (Manual de triladyl)

o Diladyl:
Fabricado en Alemania por la misma empresa del triladyl; este es para preparacion
en dos pasos, esta constituido por una fraccion A una B (con glicerol) y una C con

antibidtico (catalogo, minitube)

e Andromed®:
Es un diluyente a base de lecitina de soya es de la nueva generacion de medio
androldgico libre de ingredientes de origen animal, para la congelacion de semen
bovino. Este medio tiene ventaja sobre los diluyentes anteriormente mencionados,
ya que ha logrado tasas de retorno hasta de 2.6% mayores que los diluyentes
convencionales preparados a base de yema de huevo. En un estudio realizado por el
centro de dermatologia y andrologia de la universidad justun-leibig de giessen
Alemania (aires, 2003) se demostré que este medio posee 67.85% tasa de retorno
con los preparados a base de yema de huevo contra un 70.45% con diluyente sin

yema de huevo.

2.5 Dafios Causados Por la Criopreservacion

Los espermatozoides de los mamiferos son muy sensibles al enfriamiento rapido, o a la
temperatura ambiente, el dafio causado por esta reduccion de la temperatura durante el
enfriamiento a 4°C o 5°C se llama choque térmico y causa la pérdida irreversible de
viabilidad de los espermatozoides. la rapida disminucién de la motilidad o la aparicion de un
patron anormal de los mismos, que se convierte en circular o retrégrada, también se reduce
la glucdlisis, la respiracion celular y frutdlisis, lo que aumenta los dafios en el ADN y la
liberacion de material intracelular (Watson, 2000). La reduccion de la temperatura conduce a

la transicion de los lipidos de membrana mediante el paso de la fase liquida o fluida para
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cristalina o gel, lo que resulta en una membrana rigida (Holt, 2000). Si fuera posible eliminar
el paso de transicion de los lipidos, o al menos reducir la temperatura en que se produce, las
membranas se mantienen fluidas a bajas temperaturas y el dafio se disminuiria (Purdy,
2004).

Otro aspecto a tener en cuenta es la presencia de proteinas BSP-A1/-A2, BSP-A3 yBSP-
30 kDa, en el plasma seminal, colectivamente denominadas proteina seminal bovina (BSP),
estos son un grupo de moléculas que se une a los fosfolipidos de la membrana espermatica
y actlian como reguladores de la capacitacion del esperma junto con, el flujo de colesterol de

las lipoproteinas y estimulante de membrana plasmatica (Holt, 2000).

La preservacion de la congelacién del plasma seminal expone los espermatozoides BSP
y éstos, promueven el flujo de colesterol, lo que lo convierten en gametos mas susceptibles a
la criopreservacion, este efecto se puede minimizar utilizando lipoproteinas de baja densidad
presentes en los crioprotectores, como lo son la yema de huevo, ya que éstos se unen a los
BSP de forma estable para evitar su accién nociva sobre la membrana plasmética
(Manjunath et al, 2002).

Ademas de los cambios fisicos que experimentan los fosfolipidos en la membrana
durante el enfriamiento, la regulacion de la afluencia del calcio también se ven afectados por
ella, con graves consecuencias en términos de la funcion celular, e incluso pueden ser
incompatibles con la viabilidad de los espermatozoides, cuando hay afluencia de calcio
durante el enfriamiento, contribuyen a la aparicion y la formacion como para el inicio de la
fusion de las membranas plasmatica y en la reaccion acrosomal esto es un paso critico del
proceso que implica la adicion y eliminacion del crioprotector que causa el estrés osmético a
los espermatozoides y se pone la proporcién de células que sobreviven a la congelacion,
este estrés puede ser minimizado por la adiccion del crioprotector en forma gradual
(Guthrieet al, 2002).

En virtud del proceso de crioconservacion espermética se da peroxidacion lipidica de las
membranas, con la generacion de especies reactivas de oxigeno que contribuyen a la

ocurrencia de dafio celular (Stradaioli Noro Sylla Monaci y Decreasein, 2007).
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2.6 Accidn de los Criopreotectores Intray Extracelulares

Tedricamente estos ayudan a hacer mas resistente al espermatozoide ya que estos
reducen el numero de poros en la membrana reduciendo las funciones ATP-dependientes,
asi como la agregacion proteinica y formacion de bloques lipidicos. Esta es la accion de las
lipoproteinas de la yema de huevo o de la leche en los diluyentes y de crioprotectores, como
por ejemplo, la botaina y el glicerol. Hay evidencias que la presencia de un aditivo
crioprotector reduce la concentracion de sales intracelulares a una temperatura dada, debido

a que incrementan la fraccién no congelada en el exterior de la célula (Carballo, 2005).

El problema que se presenta con estos crioprotectores es que también produce toxicidad,
y que esta disminuye la concentracion de otros aditivos que pueden ser usados en el

diluyente y por tanto limita la eficiencia de ellos. (Carballo, 2005).

En los diluyentes utilizados, tanto para semen refrigerado como para congelado, ha sido
necesario incluir leche descremada o yema de huevo ya que esta mejora la fertilidad del
semen, pues tiene bondades conocidas pero no se conoce como puede afectar actividades

de tipo enzimatico potencialmente dafinas (Palacios,1994)

Al utilizar yema de huevo se presentan obstaculos para realizar la evaluacion del semen
ya que por su consistencia y viscosidad interfiere en la nitidez que tiene el campo visual del

microscopio.

Recientemente se han sugerido investigaciones en las que se utilizan alternativas
proteinicas dentro del diluyente en lugar de la yema de huevo, asi pues, se ha utilizado
albumina sérica bovina, suero equino, suero bovino, proteina de soya, calostro, alcohol
polivinilico, etc. Todos ellos proveen la oportunidad de hacer estudios in vitro con buena

visibilidad ante el microscopio (Palacios, 1994)

2.7 Curvas de enfriamiento y congelamiento

Entre temperaturas de -5°C y -10°C se inicia la formacion de cristales de hielo en el medio

extracelular, pero el agua intracelular se mantiene en estado frio, resultando en un aumento
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de la concentracion de soluto en el fluido que queda fuera de la célula, lo que conduce a la
deshidratacion del mismo (Medeiros, 2002)

Por lo tanto, la velocidad de congelacién 6ptima debe ser lo suficientemente lenta para
evitar la formacién de hielo intracelular, pero rapidamente suficiente para evitar el dafio

causado por la exposicién al extenderse a concentraciones mas altas soluto (Holt, 2000)

Por otra parte, al realizar la descongelaciéon se debe tener en cuenta la velocidad de
congelaciéon que se adoptd con el fin de no causar dafio letal para las células. Si los
honorarios semen congelado, si se descongelan rapidamente o a la inversa de los que se
congelo puede haber gran afluencia de agua, lo que causa destruccion de la membrana
plasmatica, pues el hielo intracelular puede ser recristalizar en cristales mas grandes,

causando lesiones mecénicas en la membrana (Hallap,et al, 2004)

2.8 Evaluacion del Semen

2.8.1 Prueba Hiposmotica

En la membrana espermatica el metabolismo espermético, que se genera alli, promueve
procesos bioquimicos que permiten la sobrevivencia e integridad funcional del
espermatozoide (Pereira, 2006). Uno de los métodos existentes para evaluar la membrana
espermatica, es por medio de la prueba de membrana, via endésmosis o Hipo Osmotic
Swelling Test (HOST), esta se basa en las propiedades fisicoquimicas que presenta la
membrana plasmatica (Cabrera & Pantoja, 2008), cuando sufre o es sometida a un proceso
o medio hiposmoético y evalla la integridad funcional de la misma, aparte de servir como
referencia, de capacidad fertilizante de los espermatozoides (Machado, 2008), a diferencia
de las tinciones que solo evaldan la morfologia y no la condicién fisiologica de la membrana

plasmatica (Cabrera & Pantoja, 2008).

El principio de la prueba hiposmdtica, consiste en el transporte de fluidos a través de la
membrana de la cola del espermatozoide, donde se produce un edema. Este proceso, se
desarrolla bajo condiciones hiposmdéticas, hasta que el medio externo e interno este
equilibrado (Pereira, 2006). Los espermatozoides de los mamiferos tienen una alta
conductibilidad hidraulica, permitiendo que el equilibrio osmético, via membrana

espermatica, suceda en pocos segundos (Pereira, 2006). Esta prueba, fue la primera en
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utilizarse para evaluar la integridad funcional de la membrana plasmética del espermatozoide
en humanos, posteriormente en bovinos, suinos, caninos, equinos, caprinos y ovinos
(Toniolli, 1989; Silva, A., Cardoso, R., Silva,L., 2003, citados en Amorin, 2008; Vasquez et
al., 1997, citado en Cabrera y Pantaja, 2008).

En la endosmosis positiva (capacidad de la corriente osmaética de atravesar la membrana
plasmatica) se observa como el flagelo del espermatozoide, expuesto a una solucion con
osmolaridad que esté por debajo a la del plasma seminal, (0 en un medio hiposmatico de
100 mOsm/ml o de 100 a 200 mOsm/ml, se doble helicoidalmente el espermatozoide y

ascienda dentro de la misma membrana (Machado, 2008).

Como consecuencia a un desajuste osmoético entre el medio extra e intracelular, y al
encontrarse en un medio hiposmético, los espermatozoides sufren una desnaturalizacion
proteica, disociando las lipoproteinas que influyen en la activacion, estabilizacién o inhibicion
de enzimas (Machado, 2008), los espermatozoides difunden el agua al compartimiento
intracelular, aumentando su volumen (edema), haciendo que el equilibrio sea nuevamente
estable entre los fluidos de los compartimientos intracelulares y el ambiente extracelular,
mostrando un flagelo en curva cuando tiene membrana funcional, mientras que los
espermatozoides no viables, mantienen sus colas rectas (Cabrera & Pantoja, 2008). Otra
caracteristica a evaluar es el patron de doblamiento de la cola y la dinamica de dicho
doblamiento a lo largo de su extensién (Machado, 2008).

(Gonzalez,2012)
Figura.1l espermatozoide reactivo a prueba hiposmotica
Los cristales de hielo intracelular causan ruptura y vacuolizacion aumento de tamafio del

citoplasma y membranas, especialmente de las liposomas, asociada a la liberacion de
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enzimas hidrofilicas liposomales moléculas que tienen afinidad con el agua lo que conlleva
a la destruccion quimica de la célula (Cabrera & Pantoja, 2008).
2.8.2 Prueba de Termo Resistencia (TTR)

Consiste en poner en contacto a una muestra de semen con una solucion hipotonica.
Luego de cierto tiempo se realizan mediciones y el porcentaje de espermatozoides que haya
sufrido curvatura de las colas, representan aquellos que eran normales y cuya membrana

citoplasmética fue capaz de reaccionar ante el estrés osmotico (Gallina y Valencia, 2006).

Las muestras fueron sometidas a una prueba de resistencia y duracion de la motilidad de
los espermatozoides, inmediatamente después de la descongelacion e incubandolas en el
bafio de maria a 37°C en su respectivo medio sea Tris-citrato-yema de huevo o Botu-Bov®.
Las evaluaciones de la motilidad total, progresiva y vigor se realizaron a intervalos de tiempo
correspondientes a 30 minutos hasta que el porcentaje de la motilidad disminuyo al 5%
(Pérez, 2006).

2.8.3Tinciones para morfologia

Existen coloraciones como la eosina nigrosina que actlan a través de reacciones con
enzimas citoplasmatica ligadas con el DNA espermatico (Arruda Celeghini Andrade, 2004),
(Palacios, 2005) sefiala que la morfologia espermatica es un factor determinante en la
capacidad de fertilizacion del semen, ya que existe una correlacién entre defectos
espermaticos e infertilidad.

Los espermatozoides son traslucidos y virtualmente invisibles al microscopio de luz
directa. Barth (2003) sefiala por lo tanto, se requiere el uso de colorantes que provean de un
fondo oscuro para visualizarlos. Lo mas recomendable es la técnica en un solo paso, (en
donde se mezcla el colorante con el espermatozoide sobre el porta objetos), porque todo lo
gue se encuentra en el semen puede ser observado, Alguna de estas funciones son cosa de
bengala, tinta china, la tincion de eosina/nigrosina o llamada vital (vivos-muertos).

La coloracién vital (eosina, azul de anilina, o eosina/nigrosina) es la mas comunmente
usada en la examinacion morfolégica de esperma, el azul de anilina y nigrosina proveen un
fondo oscuro, sobre el cual resaltan los espermatozoides, la eosina por su pare tifie las
células, penetrando la membrana de las células dafiadas, tifiendo las lesiones y
espermatozoides no viables o muertas de rosa. También para conocer la morfologia y las

anormalidades se utiliza la coloracion de verde malaquita y rojo congo.
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Fig. 2 Método de coloracion de una muestra de semen usando eosina nigrosina. (Barth
1989)

Segun( Barth ,2003), para la preparacion del extendido (Fig. 2) se coloca una gota de 5 -
6 mm de didmetro de tincién eosina nigrosina en un extremo de porta objetos tibio, y seguido
se coloca una gética de semen de 3 a 5 mm de didmetro cerca de la tintura, luego de haber
mezclado la tintura con el semen, y dejar actuar un minuto, la mezcla es extendida de un
lado hasta el otro con otro portaobjetos tibio, formando una pelicula delgada en la cual
después de seca se puede hacer la evaluacion con un objeto de inmersién de aceite a 1000 -
1250 aumentos. Aumentos menores no revelan la mayoria de los defectos que existen.
Cuando hay pocas anormalidades es suficiente contar 100 espermatozoides y cuando
encontramos gran cantidad de anormalidades es recomendado contar 300 o mas (Catena,
1999 y Barth, 2003), asi lo confirman.

2.9 Antecedentes

Los primeros medios utilizados para diluir semen, fueron principalmente las soluciones
salinas o0 azucaradas aumentando el volumen del eyaculado para su empleo inmediato como

conservadores (Salisbury, 1982).

En las técnicas de criopreservacion de los espermatozoides hubo un lento progreso
(Hammerstedt, Graham, Nolan ,1990). En 1983 se comenz0 a estandarizar la técnica de
congelamiento y los efectos de la criopreservacion sobre la funcién espermética y la fertilidad
empezando a describirse particularmente en bovinos (Leeuwe, De Leeuw, Den Daas,
Colenbrander, y Verkleij. 1990).
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Para minimizar los efectos perjudiciales de la crioconservacion se ha probado, durante
décadas, los crioprotectores, diluyentes, y aditivos para proteger las células y se han
proporcionado sustratos para el mantenimiento durante y después de la criopreservacion,
varias tasas de enfriamiento y descongelacion han sido ensayadas en la crioconservacion
seminal de diferentes especies sin que se haya determinado con exactitud una curva
estandar (Hochi et al., 1996; Yu et al., 2002; Pefia-Martinez, 2004; Velasco-Santamaria et
al., 2005).

A través de los afios se ha investigado, descubierto y evaluado muchos medios de
dilucién de semen en bovinos, los cuales en la década de 1950 solo les permitia conservar la
viabilidad hasta 4 dias, a temperaturas aproximada de 4°C en estado liquido o a

temperatura ambiente de 15 °C a 25°C (sorensen,1984)

El diluyente es una solucién acuosa que permite aumentar el volumen del eyaculado
hasta conseguir la dosis necesaria para preservar las caracteristicas funcionales de las

células esperméticas y mantener el nivel de fertilidad adecuado (Gadea ,2003).

En una investigacién se propuso como una alternativa el uso de la leche de soja para
reemplazar el componente de yema de huevo en el diluyente utilizado en esta investigacion
(Biociphos-Plus®), la investigacion compara, Tris Citrato Yema De Huevo envasado a 4°c ,
tris citrato yema de huevo envasado a temperatura ambiente y Biociphos Plus ® y
manifiesta que, teniendo en cuenta factores tales como los costosos reactivos, la
preparacion de una temperatura, diluyente, material, entre otros, los resultados presentados,
nos dan a conocer que los espermatozoides del Tris envasado a temperatura ambiente
fueron de mayor calidad y fertilidad después de la descongelacion en toros simmental (Thun
Hurtado y Janett, 2002).

En otros trabajos anteriores autores como Chacur, Sanchez, Ozanam, Louvison,
Calesco, Papa, (2012) evaluaron nuevos medios de criopreservacion de semen bovino
como TRIS-yema, Botu-Bov® y Botu-Bov Egg Free® ya que estos presentan tasas altas y
regulares para mantener la viabilidad de los espermatozoides pos- descongelamiento. Para
esto Fueron utilizados eyaculados de 10 toros Cebuinos, clasificados como de
criopreservacion alta (n=5) y regular (n=5). Los eyaculados fueron criopreservados con los

diluyentes anteriormente nombrados y evaluados por analisis computadorizado (CASA). Asi
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mismo, la integridad de membrana fue evaluada por fluorescencia. Y se realizé un analisis
de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey al 5%.

Estos autores encontraron que No hubo diferencia (p>0,05) entre el semen de alta y baja
criopreservacion antes de la congelacion. Pero los diluyentes Botu-Bov® y Botu-Bov Egg
Free® se mostraron superiores (p<0,05) ante CASA: MP motilidad progresiva , MT motilidad
total ,ALH dislocamiento lateral de la cabeza , BCF frecuencia de batimiento de cola, STR
capacidad de ir en linea recta , LIN linealidad y RAP porcentaje de espermatozoides rapidos

para el semen de criopreservacion regular.

El semen de criopreservacion regular presenté superioridad (p<0,05) en los parametros
MT y VSL cuando fue usado el diluyente Botu-Bov Egg Free® con relacién al Botu-Bov®.
También se encontrdé superioridad de los diluyentes Botu-Bov® y Botu-Bov Egg Free®
(p<0,05) en los parametros BCF y STR en semen de criopreservacion alta. Los diluyentes
Botu-Bov® y Botu-Bov Egg Free® fueron mejores en la mayoria de los pardmetros
evaluados por CASA, principalmente en semen de criopreservacion regular. Como se
muestra en la tabla 1

Tabla 1: promedios de los parametros espermaticos antes de la congelacion de los toros
clasifican de acuerdo con el grado de criopreservaciéon en semen en regular (R) y muy
buena (VG)

Pardmetros Criopreservacion Regular Criopreservacion Alta
Tris Botu-Bov®  Botu-Bov Tris Botu- Botu-Bov
egg free® Bov® egg free®
MT 59.7+9.2 63.8+12.4 73.316.6 68.9+6.8 72.616.9 71.545.1
MP 38.748.1 52.4+5.3 50.5+11.4 46.9+6.0 54.1+5.7 54.3+3.4
ALH 6.9+0.8 5.6+0,7 5.9+0.7 6.8+0.6 5.8+0.9 5.5+0.8
BCF 25.843.7 30.1+2.7 31.7+3.3 24.2+2.8 28.0+£3.2 31.1+3.3
STR 76,7+4.7 83.6+3.3 84.1+3.3 75.4£3.6 80.61+4.1 82.9+3.7
LIN 46,4+4.9 54.2+5.2 54.9+4.1 46.1+3,0 53.3£5.2 56.2+5.4
RAP 55,849.5 64,9+8.8 61.6+14.1 70.2+7.8 66.5+9.6 69.3£5.5

Adaptado de Chacur et al. (2012)
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MT (motilidad total,um/s), MP (motilidad progressiva pm/s ), ALH (dislocamiento lateral de
la cabeza pm ) ,BCF(frecuencia de batimento de cauda, Hz) , STR (retilinearidade, %), LIN

(linearidade,%) , RAP (porcentaje sptz rapidos).

Todos estos resultados nos demuestran que los diluyentes Botu-Bov Bov ® y Botu-Free
Egg ® presenta superioridad en la mayoria de los parametros evaluados por el CASA, que
el Tris en toros con semen de viabilidad regular lo que nos lleva a corroborar que el

diluyente botu bov preserva mejor la viabilidad del semen pos-descongelamiento.

Por otro lado (Freitas, JA DellAqua. , Papa, Alvarenga, Crespilho, Landim-
Alvarenga 2008) compararon el efecto criopreservante del TRIS y botulinum-bov® en semen
bovino sexado, utilizando Dos eyaculados de 10 toros (Bos taurus y Bos indicus) en edad
reproductiva, estos fueron evaluados por andlisis de semen asistido (CASA) donde
comprobaron que hubo una mejora significativa en la motilidad progresiva con el uso de
botulinum-bov®, en comparacién con TRIS (67,4% v 56,7%,). Ademas hubo una diferencia
estadisticamente significativa de la velocidad curvilinea (VCL) y el desplazamiento lateral de
la cabeza (ALH), con TRIS mostrando valores mas altos que botulinum-bov® .El semen
congelado con el botulinum-Bov tenia un movimiento de escalera mas alta (STR; 85,1%) y
linealidad (57,4%) que el grupo TRIS (79,8% y 45,6%,). Estas caracteristicas indican un
movimiento recto y uniforme cuando se utiliza botulinum-Bov®. Estos resultados sugieren
gue botulinum-Bov® ofrece mejores condiciones para el mantenimiento de la viabilidad del
semen sexado congelado que el TRIS, probablemente debido a la alta concentracion de

aminoacidos esenciales y no esenciales presentes en el extensor botulinum-Bov®

Crespilho, papa, alberti, filho, martins, novaes, del’aqua (2006) compararon la efectividad
de dos diluyentes de criopreservacion para semen bovino con relacion a los patrones de
motilidad post descongelacion, evaluada por el método computadorizado (CASA), y
examinaron la integridad de la membrana plasmética (IMP) y la viabilidad a la prueba de
termorresistencia rapida (TTR). Para el estudio fueron utilizados 10 toros de la raza nelore,
obteniéndose dos eyaculados de cada animal. Los eyaculados fueron fraccionados en dos
muestras sometidas a la criopreservacion con los diluyentes Botu-Bov® y TRIS-yema-

fructosa.
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En este estudio concluyeron. Que los espermatozoides criopreservados con el diluyente
Botu-Bov® presentaron mayor linealidad en relacion al TRIS, indicando una mayor viabilidad
espermatica post descongelacion como se muestra en la tabla 2 donde se observan
diferencias significativas (p<0,05) para la motilidad progresiva (MP), amplitud lateral de
cabeza (ALH), frecuencia de batimientos (BCF), rectilinealidad (STR) y linealidad (LIN) entre
los dos grupos estudiados. Mientras en el test de termo resistencia no hubo significancia Lo
gue nos lleva apoyar nuestra hipétesis que el botu bov preserva mejor la viabilidad
espermatica en el proceso post-descongelamiento que el medio diluyente Tris citrato yema

de huevo.

Tabla: 2 Pardmetros de espermatozoides en movimiento, motilidad total después de la
prueba termorresistencia rapida y la integridad de la membrana plasmatica (media +
desviacion estandar agruparon, n = 10 por grupo eyacula) para esperma criopreservado

respectivamente con Botu-Bov ® (BB) o Tris-yema de huevo-fructosa (TRIS).

Botu-Bov ® TRIS P- valor

MP% 61.8+6.1 52.5+9.8 0.0211
ALH 4.84+1.1 5.9+0.5 0.0086
BCF(Hz) 30.4+4.2 26.6+1.3 0.0217
STR% 89.31+4.6 81.5+3.0 0.0003
LIN% 66.4+8.3 55+7.4 0.0045
TTR 24.7+27,4 24.5+21.9 0,9858

Adaptado de Crespilho et al. (2006)

MP: Motilidad Progressiva; ALH: Amplitud de Dislocamiento Lateral de cabeza
Espermatica; BCF: Frecuencia de Batimientos; STR: reitiliniedad ; LIN: Linealidad; TTR:

motilidad total con test de Termo resistencia.

Celeghini, Arruda , Andrade , Nascimento , Raphael , Rodrigues_ (2008) evalu6 el efecto
de la criopreservacion de dos diluyentes bioxcell® y botu-bov® en el eyaculado de ocho
toros simental donde evalu6 subjetivamente el volumen, concentracion, motilidad, vigor y la
movilidad por el sistema informéatico (CASA), las caracteristicas morfolégicas en el

microscopio de interferencia diferencial, la integridad de las membranas plasmética y
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acrosomal y la funciébn mitocondrial con naranja acridina en el semen post-

descongelamiento.

Encontrando que el botu-bov® fue mejor en preservar la integridad de la membrana y la
motilidad en comparacion con bioxcell®. La siguiente tabla 3 nos muestra que el semen
fresco tiene una mayor motilidad total y motilidad progresiva que el semen congelado, ya
sea diluido con Bioxcell® o Botu-Bov® (P <0,0001). La motilidad total y progresiva se
conservaron en mayor medida con Botu-Bov® que con Bioxcell® (P <0,0001). Ya que las
pérdidas estimadas de motilidad total y progresiva relacionado con el proceso de
crioconservacion fueron 55,8% y 49,6%, para el Bioxcell®, en comparaciéon con 39,8% y
9,5%, respectivamente, para el Botu-Bov®. Lo que nos indica que hubo menor perdida de

motilidad utilizando el botu-bov®.

Tabla 3
Medias y errores estandar analizados en el CASA en semen bovino: fresco y diluido con

bioxcell y Botu-bov (pag. siguiente)

Variables Semen fresco bioxcell® Botu-bov®
Motilidad total% 79.9+1.3 24.1+1.4 40.1+1.9
Pérdidas
_ 55.%8 39.8%
estimadas MT
Motilidad
_ 60.3%+1.9 10.7+0.9 20.8+1.4
progresiva
Pérdidas
_ 49.6% 9.5%
estimadas MP
Membrana
plasmatica 78.8+1.1 18.1+0..9 28.8+1.1
intacta (%)
Pérdidas
_ 59,9% 42.9%
estimadas
Membrana
86.0+0.9 55.2+1.7 68.8+0.9

acrosomal
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intacta (%)
Pérdidas
estimadas

30.8% 17.2%

Adaptado de Celeghini et al. (2008)

En cuanto a la integridad de las membranas plasméticas y membranas acrosomal la
funcion mitocondrial detectado mediante la combinacién de las sondas fluorescentes, se
concluy6 que el diluyente que causo mas dafio en las membranas plasmaticas en semen
congelado fue con el 59,9% para Bioxcell® y 49,2% para Botu-Bov®, mientras que para el
dafio de la membranas acrosomales fue de con 30,8% y 17,2% como se muestra en la tabla

anterior

La funcién mitocondrial fue de 59,9% menor con Bioxcell ® y el 52,9% menor por Botu-
Bov®. Todo estos resultados nos indican que el Botu-Bov® conserva mejor las
membranas plasméaticas, las membranas acrosomales y la funcion mitocondrial que el

Bioxcell®.

Por lo tanto se concluye en el presente estudio, que el Botu-Bov® presenta mas ventajas

en términos de preservacion de células de esperma bovino que el Bioxcell®.

En un trabajo realizado por Leeuw ,haring, kaal-lansbergen, den dass(2000) donde se
investigé la fertilidad evaluado por 56 dias-tasa de no-retorno (NR56)del semen bovino
criopreservado con 3 extensores como el TRIS-estandar, que contiene 20% de yema de
huevo pasteurizada, TRIS-Concentrado, que contiene 20% de yema de huevo pasteurizada
y 01:05 de agua no pirogénica, y Biociphos se encontr6 que no hubo diferencia
significativa entre Tris-Standard y Tris-Concentrado (P = 0,54),ya que la tasa de dias de
retorno 56 dias(NR56) fueron muy parecidas como muestran La tabla mientras el Biociphos

Plus tuvo un resultado menor significativo . Como se muestra en la tabla numero 4.
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Tabla 4 porcentajes de tasas de concepcion y tasa de parto concepcién con tris , tris
concentrado y biociphos®

Pardmetros Tris estandar Tris concentrado Biociphos
NR56 70,1% 69,9% 66,7%
Tasa de 72,1% 73,6% 69,6%
concepcion
Tasa 80,6% 78,3% 77,1%

parto/concepcién

Adaptado de Leeuw et al. (2000)

Estos resultados demostraron que el diluyente tris estandar mantiene la fertilidad del
semen ya que este posee una buena tasa de retorno , tasa de concepcion y tasa parto
concepcién lo que lleva a considerar que el tris mantiene una buena viabilidad del semen

pos descongelacion

En otra investigaciéon donde se evalud el efecto de tres diluyentes de criopreservacion
Botu-Bov® , Botu-Bov® base de yema de huevo, y Andromed® base de lecitina de soja
donde se compar6 la motilidad, hiper activacion del esperma, la reaccién del acrosoma, la
capacitacion y la peroxidacion de lipidos de la membrana espermatica. En seis muestras de
semen de 10 toros Nelore para esto se utilizé andlisis de esperma asistido por ordenador
(CASA) y citometria de flujo para la reaccion del acrosoma, la peroxidacién de las
membranas espermaticas y la capacitacion espermatica por la estabilidad de la membrana

plasmatica.

Tomando resultados de esta investigacion se puede interpretar que el diluyente Botu-
Bov® preserva muy bien la viabilidad espermatica pos descongelamiento ya que se conocid
que los diluyentes que contenian base de yema de huevo conservaban mejor la motilidad
del esperma, como se muestra en la tabla 5, la poblacion de células con la integridad de la
membrana plasmatica y que no habia reaccion acrosémica en el semen de bovino. Ademas
hubo menor subpoblacion de células con hiperactividad, por lo tanto menor

desestabilizacibn de la membrana plasmatica pues permiten una disminucion de la
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peroxidacion lipidica de las membranas cuando se comparé con la base de la lecitina de
soja. (Zaffalon, 2009).

Tabla 5 las medias Y el error estdndar de cada variable evaluada en (CASA)

i Botu Bov® base  Botu Bov® base de
parametros _ , Andromed®
yema de huevo lectina de soja

Motilidad total%
42.41+2.04 20.08+1.51 19.90+1.20

Motilidad
progresiva % 36.27+£1.77 17.47+1.27 16.06+1.06

Adaptado de Zaffalon (2009)

La motilidad total y progresiva fueron mejor preservadas en el diluyente Botu-Bov®
teniendo diferencia significativas (p<0,05) frente a los otros diluyentes, ya que en el

diluyente 2 y 3 no fueron encontradas diferencias significativas.

Por otro lado Aires, Hinsch , Mueller-Schloesser, Bogner, Hinsch (2003)en su
investigacion en la congelacién de semen en toros lecheros encontraron que al comparar
el TRIS yema de huevo con andromed® lectina de soja el que mejor preserva la viabilidad
pos descongelamiento fue el andromed® ya que este presento mayor motilidad
espermatica que el tris citrarto yema de huevo. y a la evaluacién de la fertilidad por tasa de
no-retorno a celo a los 56 dias (56 d, TNR), los resultados fueron menores para el semen
congelado con TRIS, el que tuvo mayor éxito fue el andromed como lo muestran los

resultados. Tabla6
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Tabla 6 porcentajes de motilidad espermética y tasas de no retorno utilizando tris y

andromed

Pardmetros Andromed® Tris citrato yema de
huevo

Motilidad espermética 73,54% 59,57%

TNR 70,45% 67,85%

Adaptado de Aires et al. (1967)

TNR 56 (Tasas de no retorno a celo a los 56 dias)

Por lo tanto, concluyeron que el uso de diluyentes de proteinas libre puede evitar los
problemas asociados con el uso de yema de huevo incluyendo bacterias y las variaciones en

el medio y que estos mejoran la viabilidad espermatica pos descongelamiento.

Leite, Vale y Filho (2010) Evaluaron los efectos del tris-citrato-yema de huevo y del
Bioxcell® para la crioconservacion de semen de toro. En semen de 12 toros Gyr conocieron
que TRIS tenia una mayor accién crioprotectora que Bioxcell®, con mayor, motilidad
individual y progresiva, y el porcentaje de espermatozoides con el plasma y las membranas
intactas acrosomica IPIA en 2 y 4 horas, asi como la proporcion mas baja de la membrana
plasmatica dafiada (DPM, 72,2% frente a 85,8%) para todos los tiempos. En general, la
combinacién de TRIS y 4h de equilibrio fue el método de crioconservacion de semen mas

deseable.

En otros resultados de las pruebas con Tris-yema-fructosa (TRIS) y Botulinum-Bov® ®,
una innovacion nacional en la congelacién semen de bovino, también se basa en la yema de
huevo, indic6 que no difieren en cuanto a la motilidad total e integridad de la membrana
plasmatica. Sin embargo, Botulinum-Bov® fue mas eficaz en la preservacion de la linealidad
de espermatozoides mdviles después de la descongelacion, este atributo que al tener una
posible asociacion con la fertilidad in vivo sugerido, segun los autores, su superioridad como

un diluyente para la congelacién de semen bovino (Crespilho et. al, 2006)
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3. Materiales y Métodos

3.1 Localizacién

El presente estudio se llevd a cabo en dos haciendas del departamento de Antioquia en
el municipio de Sonson vereda la Linda y la Danta.

Sonsén es un municipio de Colombia, localizado en la zona oriente del departamento de
Antioguia. Con una temperatural4®°c y una superficie del.323 km2 posee varios pisos

térmicos caliente, templado y frio.

3.2 Poblacién y Muestra

Se utilizaron diez (10) bovinos machos de la raza Brahman comercial de edades (entre 2
y 5 afios).

Los animales permanecen en potrero, son manejados en sistema de pastoreo rotacional
alimentados con pasto como Brachiaria Brizantha y Brachiaria Decumbens, se le administra
agua potable a voluntad. En las haciendas se manejan dos animales por hectarea

aproximadamente.

3.3 Variables
En este trabajo se evaluaran:

e En cuanto a la morfologia se evaluaron las siguientes variables las cuales
comprenden:
2 de vitalidad con eosina nigrosina (vivos y muertos)
2 de morfologia con verdes malaquitas (morfolégicamente normales y anormales)
2 de morfologia con rojo Congo (morfolégicamente normales y anormales)
e Enlaprueba Hiposmética se evaluaron las siguientes variables
2 en tiempo cero (células reactivas y no reactivas)

2 entiempo treinta (células reactivas y no reactivas)
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e En cuanto a la evaluacién Microscopica con semen fresco se evaluaran 4 variables
las cuales comprenden: motilidad total, progresiva, Masal y vigor
e Pos-dilucion se evaluara 3 variales las cuales comprende : motilidad total, progresiva

y vigor

e En la prueba de Termo resistencia se evaluaran 21 variables las cuales
comprenden:
3 para el tiempo cero que incluye( motilidad total, progresiva y vigor)

3 para el tiempo treinta que incluye (motilidad total, progresiva y vigor)
3 para el tiempo sesenta que incluye (motilidad total, progresiva y vigor)
3 para el tiempo noventa que incluye (motilidad total, progresiva y vigor)

3 para el tiempo ciento veinte que incluye (motilidad total, progresiva y vigor)
3 para el tiempo ciento cincuenta que incluye (motilidad total, progresiva y vigor)
3 para el tiempo ciento ochenta que incluye (motilidad total, progresiva y vigor)

Para un total de 38 variables

Las variables de termo resistencia se evaluaron cada 30 minutos

3.4 Anédlisis estadistico

Se utilizé el programa estadistico statgraphics para realizar una prueba test student con el
fin de evaluar los dos grupos experimentales G1: diluyente tris G2: diluyente botu bov® de

igual forma se realizé un andlisis de varianza para evaluar la robustez de los datos.

ANOVA determino si hubo diferencias significativas entre las medias. Si las hay, las
Pruebas de Rangos Mdltiples le diran cuales medias son significativamente diferentes de
otras.

3.5 Métodos y Procedimiento

3.5.1 seleccion y colecta
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Los animales seleccionados fueron 10 machos reproductivamente aptos, sexualmente
activos de fertilidad comprobada, la colecta fue realizada mediante electroeyaculacion, o
masaje a través de las ampollas de los ductos deferentes, con previa desinfeccién del ostio
prepucial externo y lavados con solucién salina fisiolégica o ringer lactato. En tubos conicos
previamente ajustados a la temperatura en bafio de maria a 370C. El volumen promedio fue
de 0,5 + 0,16 y el pH de 7, de color blanco cremoso y con motilidad masal superior a 4. La
evaluacién microscoépica se realizdé en laminas previamente calentadas donde se adiciono
una alicuota de la muestra 0.5 yl para realizar la evaluacion de las caracteristicas seminales.

y parametros espermaticos como motilidad total, motilidad progresiva, vigor, motilidad masal

La concentracion, fue determinada por cAmara de neubauer (Baracaldo, Barthand, Bertrand,
2007).

3.5.2. Procesamiento del semen pre congelacion

Sélo se utilizaron para la congelacion los eyaculados que presenten motilidad igual o
superior al 60% y una concentraciéon igual o superior a 60 millones de espermatozoides por
ml Jasko ,moran y farlin(1994). Al finalizar la evaluacion microscopica, se dividié la muestra
en dos partes iguales para permitir la aplicacion de los medios diluyentes Botu —bov ® y
TRIS-Citrato-Yema de Huevo

3.5.3 Motilidad espermética

Este pardmetro se determin6 mediante la utilizacion de microscopia 6ptica con un
aumento de 400X, utlizando 10 pl de semen colocado entre el portaobjetos y el
cubreobjetos, a una temperatura de 37°C. La motilidad progresiva fue analizada por la
evaluacién del porcentaje de células espermaticas que presenten movimiento circular
abierto, en la evaluacién de minimo 6 campos visuales. Solamente seran seleccionados
eyaculados para el proceso de criopreservacion que presenten motilidad espermatica

progresiva igual o superior a 70 % (Pineda, 2002).

3.5.4 Motilidad o movimiento en masa
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Se coloc6 una gota de semen de 5 mm de didmetro sobre un portaobjetos precalentado,
observando el movimiento en masa de los espermatozoides usando microscopia de campo
claro, con magnificacién de 40x. Los factores que influyen en el movimiento en masa de los
espermatozoides son la concentracion, el porcentaje de células con movimiento progresivo y
la velocidad/vigor del movimiento de los espermatozoides. Si uno o mas de estos factores

se encuentran comprometidos, el movimiento en masa se reduciré (Barth, 1997).

3.5.5 Calificacion descriptiva del movimiento en masa:

e Muy Bueno (MB): remolinos oscuros y rapidos
e Bueno (B): remolinos lentos
¢ Regular (R): sin remolinos, pero movimiento visible de células individuales

e Pobre (P): poco o nada de movimiento celular individual (Barth, 1997)

3.5.6 Vigor

El vigor o el movimiento de los espermatozoides fue clasificado de cero (ausente) a cinco
(maximo). La evaluacion de los parametros anteriormente nombrados fue realizado por

profesionales experimentados, en compafiia del equipo de investigacion de este proyecto.

3.5.7 Concentracién espermatica

La concentracion se determind en la muestra de semen fresco, realizando una dilucién en
una solucion de formol salina tamponada, se utiliza para prevenir el efecto osmético que
provoca el empleo de disoluciones de formaldehido en agua destilada y se prepara
disolviendo 9gr de cloruro sddico en 1000 ml de formalina al 10% solucion de formaldehido
(37% a 49%) 100ml, agua destilada 900ml.

Fosfato de sodio monobésico (NaH. PO4 —H, O) 4.0gr, fosfato de sodio dibasico (Na:
HPO.) 6.5gr (Montalvo, 2010) en una proporcion 1:200. Para el conteo de células fue
utilizada la cAmara de Newbauer y realizada la lectura en microscopia Optica con aumento de
400 veces (Guimaraes, 2010).
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3.5.8 Morfologia espermética

Se evalué muestras de semen fresco, colocandose una gota de semen suficiente (100 pl)
y una gota de coloracién en una lamina procediendo hacer el extendido , se dejo secar por
un minuto para asi observarla. La evaluacion se realiz6 en microscopia de contraste de fase
y se consideraron minimo 100 células, de acuerdo al protocolo descrito por (Nie y Wenzel
2001).

Se utilizaron coloraciones como la eosina nigrosina, verde malaquita y rojo Congo. Al ver
Los espermatozoides traslucidos y virtualmente invisibles al microscopio de luz directa. Se

observaron y se buscaron anormalidades en la morfologia tanto como de cabeza y cola.

Con La coloracién vital (eosina/nigrosina) se examind la morfologia de esperma, y que

espermatozoides estaban vivos y muertos
3.5.9 Proceso de criopreservacion del semen

Después de haber realizado la dilucion seminal 1:1 con el medio diluyente 1 +
crioprotector y diluyente 2 + crioprotector, el semen se mantiene a temperatura ambiente
37°C por diez minutos hasta que sea transportado del lugar de la colecta hasta el laboratorio,
el cual estara localizado en el mismo lugar de la colecta. Posterior a la dilucién se realiza
nuevamente la evaluacion de todos los parametros seminales (Motilidad masal, motilidad
total, motilidad progresiva, vigor) y se procede a realizar la dilucién definitiva con base en el
calculo de la concentracion realizada en la muestra de semen fresco sin medio diluyente,
sera realizada una dilucion de 1:10 con ambos diluyentes ,en el mismo dia se procedera a
realizar criopreservacion del semen con ambos diluyentes , para cada toro se realiz6 cinco

toros en un dia y los otros cinco restantes al otro dia.

3.5.10 Curvas de enfriamiento y congelamiento

Se realiz6 una curva de enfriamiento de cuatro horas para cada diluyente la temperatura
debe permanecer alrededor de -5°C, para que el agua intracelular y extracelular permanezca
en un estado de congelacion. Al terminar el enfriamiento, se llevo el semen a un estado de
refrigeracion, desde los 37°C hasta los 5°C a una tasa de 0,25 °C/min (Pérez, 2006),
intervalo en qué los espermatozoides son sensibles al choque térmico. El semen se envaso y

fue llevado a una nevera convencional se colocaron las pajillas en la parte de conservacién
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de la nevera mas no en el congelador, se mantuvo cerrada para que la temperatura sea
estable y alli se realiz6 la curva de refrigeracion durante 4 horas, posteriormente se congelo
exponiendo primero las pajillas durante 15 minutos en una nevera de icopor a 4 cm por
encima del nivel del nitrégeno (vapores de nitrégeno) y pasado este tiempo se sumergio en
el nitrégeno liquido en la misma nevera de icopor a una temperatura de -196°C. Después de
haberlas sumergido en el nitrégeno, se procedi6 a empacar las pajillas en el termo de
nitrdgeno cada lote de pajillas en un canister determinado y previamente identificado con el

nombre o el nimero del toro.

3.5.11 Descongelaciéon del semen

La descongelacion del semen se realizé sumergiendo las pajillas a una temperatura de
37°C durante 30 segundos en el bafio de maria (Pérez, 2006). Para posteriormente ser

envasadas en un Eppendorf y proceder a ser evaluadas.

3.5.12 Evaluacion del semen

Después de la descongelacion del semen se realiz6 la evaluaciéon de este, la cual incluye
los pardmetros anteriormente nombrados como la motilidad total, motilidad progresiva, vigor
y morfologia, ademéas de la integridad de la membrana espermatica mediante la prueba
Hiposmotica (HOST). La motilidad y el vigor se evaluaron mediante la prueba de Termo

resistencia.

3.5.13 Prueba de Termo Resistencia (TTR)

Se puso una gota de muestra de semen con una soluciéon hipoténica. EI momento de
colocar la gota de semen en la solucién se tom6é como tiempo O donde se evalud el
porcentaje de espermatozoides que sufrié curvatura de las colas ,lo que representa aquellos
qgue eran normales y cuya membrana citoplasmética fue capaz de reaccionar ante el estrés
osmotico. Los que no sufrieron curvatura de cola nos indicaron que se afecté su membrana

citoplasmética lo que nos representé que eran anormales Luego contabilizar 30 minutos se
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procedié a evaluar otra vez qué porcentaje de espermatozoides habian reaccionado a la
prueba.

4. Resultados y Discusion

Este estudio se basa en la comparacion de la eficiencia de dos diluyentes botu-bov® y
tris-citrato-yema de huevo.

Segun los resultados obtenidos para cada uno de los parametros espermaticos motilidad
total, motilidad progresiva, y vigor que se compararon en los dos protocolos asociados a dos
medios diluyentes en el proceso del pos descongelamiento Tabla 7 no fue posible observar
diferencias significativas (p<0.05)

Tabla 7. Valores de Viabilidad Espermatica pre congelacion y pos descongelacion

Tratamientos BOTU BOV TRIS VALOR P
variables Med £ SD Med £ SD P

MOT F (%) 79.5 +6.43 79.5 +6.43 10.000
MP F(%) 745 +6.43 745+ 6.43 10.000
MTM 3.1 £+ 0.87 3.1 +0.87 10.000
VIGOR 3.6 +0.51 3.6 £ 051 10.000
MOT/ PD(%) 71.5+7.09 68.5 +9.14 0.4230
MP/PD 67.5+5.89 67.5 +5.89 0.1285
V/PD 3.3 +0.48 3.1+ 031 0.2878

Gonzélez y Pallares (2012)

MOT F (motilidad total en fresco) MP F(motilidad progresiva en fresco) MTM( motilidad
masal en fresco) MOT/PD(motilidad total pos descongelamiento) MP/PD(motilidad progresiva

pos descongelamiento) V/PD(vigor posdescongelamiento).

De acuerdo con los valores representados en la tabla 7 no fue posible determinar
diferencias significativas en el comportamiento de los parametros espermaticos que se

evallan en este estudio, al comparar el efecto de los medios diluyentes, ya que al realizar la
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primera dilucién con medios diluyentes (botu Bov y tris) y analizar las medias obtenidas
como motilidad total, motilidad progresiva y vigor segun los valores P; estos no muestran
significancia estadistica con lo cual es posible observar los siguientes valores de las medias
(Botu bov79.5 +6.43 vs tris 79.5 + 6.43; Botu bov 74.5 + 6.43 vs tris 74.5 + 6.43; Botu bov
3.6 £0.51 vstris 3.6 £ 0.51).

Al evaluar los pardmetros arriba descritos (tabla 7 ) como motilidad total, motilidad
progresiva y vigor (Botu bov 71.5 £7.09 Tris 68.5 +9.14; Botu bov 67.5 £ 5.89 Tris 67.5 +
5.89; Botu bov 3.3 +0.48 Tris 3.1 + 0.31) en el proceso pos descongelamiento se encontré
una disminucion de los parametros seminales como se relata en muchos estudios ya que el
proceso de criopreservacién es posible observar la disminucion de las caracteristicas
espermaticas reportado por (Watson, 2000; thun et al., 2002; Medeiros, 2002), sin embargo
o fue posible determinar diferencias significativas en el comportamiento de las variables
evaluadas en este estudio, al comparar el efecto de los medios diluyentes, pero es posible

observar diferencias numéricas en la motilidad total, progresiva y el vigor.

En este contexto los medios diluyentes utilizados en este estudio demostraron ser
eficientes en el proceso de criopreservacion ya que estos preservaron el 50% de células
moéviles totales y progresiva pos descongelacion y al comparar los valores obtenidos en esta
investigacion son similares a los reportados por Zhang et al. (1999) el cual observo un

comportamiento similar de las muestras criopreservadas.

Estudios anteriores donde comparan diferentes medios diluyentes autores como Leew et
al. (2000) evalud la fertilidad del semen bovino criopreservado por dos medios diluyentes
diferentes como el tris y el Biociphos Plus (medio diluyente a base de lectina de soya) y
encontré que la motilidad fue mayor en el medio que posee como crioprotector yema de
huevo tris, afirmando que la yema de huevo especificamente la lipoproteina de baja
densidad tiene efectos benéficos en la criopreservacion que no pueden ser alcanzados por
otros crioprotectores como los que estan presentes en el medio diluyente Biociphos Plus

(lectina de soya).

También fueron encontrados resultados similares en estudios de Thun et al. (2002)
comparando tris yema de huevo con Biociphos Plus, demostrando resultados diferentes a los
obtenidos en nuestro estudio debido a que la composicion de los medios diluyentes
estudiados es diferente de la composicion de los medios comparados en nuestro

experimento, y a las condiciones experimentales las cuales son completamente controladas,
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ademas los métodos de criopreservacion son realizados con maquinas computarizadas y en
laboratorios con temperaturas controladas sin tener el efecto de las condiciones medio

ambientales adversas como se evidencio en el presente estudio.

Crespilho (2007); De Celeghini et al. (2008) utilizando diluyentes como el botu-bov® a base
yema de huevo y el bioxcell observaron que no hubo diferencia significativa para motilidad
pos descongelacion en espermatozoides criopreservados con botu-bov y tris yema de huevo

fructosa, lo cual concuerda con lo encontrado en el presente estudio.

Otros estudios donde autores como Crespilno et al.(2006) observaron diferencia
significativa entre la motilidad total del eyaculado criopreservado con el botu-bov® y el
tris(BB= 71,8 £ 9,7; TRIS= 67,4 + 10,5) siendo mayor preservada por el diluyente botu-bov®
semejantes a los resultados encontrados por Crespilho et al (2010) donde encontré
diferencias significativas entre la motilidad total en eyaculados criopreservados con los
diluyentes tris, botu-bov® y botu- bov® lectina de soja (58,52+13,65, 61,24+14.58 e
31,43+17,73), donde se encontré mayor motilidad total en el eyaculado criopreservado con el
diluyente botu -bov® lo que no concuerda con los resultados obtenidos en este estudio,
debido a que el tipo de protocolo utilizado, curvas de enfriamiento y congelamiento, y
ademas el medio diluyente, y la concentracion de las pajillas pueden ejercer influencia
directa sobre la viabilidad espermatica pos descongelacion, las cuales fueron diferentes a las

utilizadas en el protocolo de criopreservacion de este estudio.

Los mejores indices de viabilidad pos descongelaciéon probablemente se debe a la accion
de las lipoproteinas y fosfolipidos presentes en la yema de huevo que se evidencian en los
medios botu-bov® y el tris ya que estos protegen las membranas espermaticas a través del
aumento de la proporcion de colesterol, fosfolipido presente en los espermatozoides
reduciendo asi la ocurrencia del choque térmico Medeiros et a.l (2002) y auxiliando la

manutencién de la viabilidad celular kulaksiz et al.(2010)

Alberti et al. (2005) encontrdé una diferencia significativa entre el eyaculado preservado
con el diluyente botu -bov® y el TRIS con respecto a la evaluacién de la integridad de
membrana. Resultados similares fueron reportados por Celeghini et al. (2008) donde
observaron una mayor preservacion de la membrana plasmatica para el eyaculado
criopreservado por el diluyente botu-bov® en relaciébn al preservado por el diluyente

bioxcell®. Thun et al. (2002) por su parte observo que el diluyente que mejor preservaba la
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integridad de la membrana plasmatica fue el medio a base de yema de huevo TRIS en
relacion con el diluyente Biociphos-plus® a base de lectina de soja.

Tabla 8. Valores de morfologia posdescongelacion

BOTU TRIS VALOR P SIGNIFICANCIA
BOV

Variables Med + SD Med + SD P

E/N 74.6x+ 14.88 74.2 +15.50 0.9537 NS

E/NM 25.2+15.15 28.8+15.80 0.9312 NS

RC/N 65.6+13.76 58.8+8.36 0.1984 NS

RC/A 34.4+13.76 41.2+8.36 0.1984 NS

VM/N 65.1+10.97 57.5+16.72 0.2453 NS

VM/A 34.9+10.97 452+ 16.72 0.2453 NS

Gonzélez y Pallares (2012)

E/N espermatozoides vivos con coloracion de vitalidad eosina nigrosina E/N M
espermatozoides muertos con coloracibn de vitalidad eosina nigrosina RC/N
espermatozoides con morfologia normal coloracién rojo Congo RC/A espermatozoides con
morfologia anormal coloracion rojo congo VM/N espermatozoide con morfologia normal
coloracion verde malaquita VM/A espermatozoide con morfologia anormal coloracién verde

malaquita

Con relacion a los datos arriba representados en la tabla 8 no se evidencian resultados
estadisticamente significativos, lo cual posiblemente se puedan explicar debido a la
composicion de los medios diluyentes los cuales contienen substancias como yema de
huevo especificamente las lipoproteinas de baja densidad la cual ejerce efectos crioprotector

no penetrante el cual estaria protegiendo la integridad de la células en el proceso pos
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descongelamiento, ademas el soporte nutricional brindado por los azucares como la fructosa
actuando de crio protector no permeable, y como un sustrato energético que provee fuente
de energia a las células, los tampones presentes en los medios diluyentes como el Tris y
Botu Bov ®nos ayuda a soportar los cambios abruptos de osmolaridad controlando las
diferencias de ph, osmolaridad que experimentan la células para evitar el colapso y la
hinchazén en el proceso pos descongelamiento, lo cual es posible evidenciar en este estudio
a través de la tincion de vitalidad eosina nigrosina, y las tinciones supra vitales verde

malaquita y rojo congo.

En cuanto a la evaluacion de la vitalidad con eosina nigrosina se encontré un 74.6% de
células vivas con botu bov® mientras que con el tris se encontré un 74.2% de células vivas
en comparacion con un 25.2%con botu-bov® y un 25.8% con el tris de células muertas. Lo
gue nos indica que los diluyentes preservan la vitalidad de la célula espermatica post-

descongelamiento como se muestra en la (grafica 1).

Gréfica. 1 porcentaje de vitalidad espermética con tincion vital eosina nigrosina

eosina /nigrosina

P L —

M botu

W tris

e/nm

Gonzélez y Pallares (2012)
e/n vporcentaje de ezpermatozoides vivos con la tincion eosina /nigrosina

e/n m porcentaje de ezpermatozoides muertos con la tincion eosina /nigrosina



48

Al observar la morfologia con la tincién de rojo Congo y verde malaquita encontramos que
con ambas tinciones el Botu Bov® fue sobresaliente ya que el porcentaje de células
normales para ambas coloraciones con Botu Bov® fueron 65,6% Y 65,1% respectivamente,
esto posiblemente puede ser evidenciado a los componentes del Botu Bov® los cuales con
sus tampones, azucares, yema de huevo, antibiético y crio protector estarian protegiendo a
la célula de los efectos adversos del proceso de criopreservacion como lo son el estrés

osmotico, formacion de cristales de hielo y efecto solucion.

Grafica 2. porcentaje de morfologia espermatica normal y anormal con las tinciénes Rojo

congo/verde malaquita.
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Gonzéalez y Pallares (2012)
Rc n porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales con la tincion rojo congo

Vm n porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales con la tincion verde

malaquita
Rc a porcentaje de espermatozoides morfolégicamente anormales con la tincién rojo congo

Vm a porcentaje de espermatozoides morfologicamente anormales con la tincion verde

malaquita



49

Barnabé et al., (1980) afirma que la motilidad progresiva es un pardmetro clasico que nos
demuestra la calidad del semen y sus caracteristicas pos descongelamiento, cuanto mayor
sea el indice de motilidad progresiva en la muestra seminal, esta tendra menor incidencia de
presentar acrosomas anormales, reportando una correlacion significativa entre el patron de

movimiento y la preservacion de la estructura de los espermatozoides

Tabla 9. Valores de Espermatozoides reactivos al HOST pos descongelamiento

BOTU TRIS VALOR P SIGNIFICANCIA
BOV

Variables Med + SD Med + SD P

HON 38.2+4.75 34.3 + 5.07 0.0932 NS

HOA 60.2 + 7.52 640 *+ 4.96 0.1992 NS

H30N 346+ 9.69 329 + 6.22 0.6465 NS

H30A 66.5 + 9.44 65.6 +4.27 0.7868 NS

Gonzéalez y Pallares (2012)

HON promedio de células reactivas a la prueba tiempo cero HOA promedio de celulas no
reactivas a la prueba tiempo cero H30N células reactivas a la prueba tiempo treinta H30A

células no reactivas a la prueba tiempo treinta

En cuanto a la prueba Hiposmoética, se encontr6 que el botu -bov® presentdé mayor
cantidad de células que aumentaron su volumen ante la solucién sacarosa (Tabla 9), lo que
posiblemente pueda deberse a que el medio diluyente botu Bov® sea capaz de mantener la
integridad de membrana plasmatica y los mecanismos de intercambio de fluidos, ya que este
es capaz de causar un incremento del volumen celular pero pequefio para prevenir la lisis de
las membranas esperméticas (Zavos, 1990; Vazquez et al.,, 1997)., ofreciendo mayor

proteccibn ante la lipoperoxidaccibn que se produce en el congelamiento vy
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descongelamiento de las muestras seminales, en nuestro estudio fue posble utilizar la

solucion de sacarosa la cual presenta una osmolaridad de 100mOsm/| la cual ha resultado

ser la de mayor produccion de espermatozoides bovinos hinchados claramente identificables

y la que mejor conserva la integridad durante la prueba Host (Correa y Zavos, 1994)

Tabla 10.Test de termo resistencia se representara en latablan 4

ITEMS BOTU TRIS VALOR P SIGNIFICANCIA
BOV
variables Med + SD Med + SD P
TOMT 35.5 +5.50 32.0 +5.37 0.1673 NS
TOMP 30.5+5.50 27.0x 5.37 0.1673 NS
TOV 3.4 £0.51 3.1+ 0.31 0.1346 NS
T30MT 335 = 7.47 29.5 £4.97 0.1758 NS
T30MP 26.0 £6.14 24.0+6.14 0.4762 NS
T30V NA NA NA NS
T6OMT 295 £5.98 25,5 =550 0.1372 NS
T60MP 235 * 6.68 20.0 £ 471 0.1929 NS
T60 V NA NA NA NS
TOOMT 26.0 = 5.67 215 £6.25 0.1094 NS
TOOMP 19.5 £5.98 16.5+ 6.25 0.2878 NS
To0oV NA NA NA NS
T120MT 22.0 £5.86 17.0 £5.86 0.0729 NS
T120MP 16.5 £5.79 115 £5.79 0.0697 NS
T120V NA NA NA NS
T150MT 16.5 £5.29 11.0 £4.59 0.0232 S
T150MP 10.0 £4.71 6.1 £4.28 0.0686 NS
T150V 2.4 £0.51 22 = 4.21 0.3553 NS
T180MT 10.0 £3.33 75 £2.63 0.0792 NS
T180MP 54 £2.71 3.5 £1.58 0.0720 NS
T180V 1.8 +0.42 1.2+042 0.0052 S

Gonzalez y Pallares (2012)

TOMT medias en tiempo cero motilidad total TOMP medias en tiempo cero motilidad progresivaTOV

medias en tiempo cero vigor T30MTmedias en tiempo treinta motilidad total T30MPmedia en tiempo
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treinta motilidad progresiva T30V medias en tiempo treinta vigor T6OMT medias en tiempo sesenta
motilidad totalT60MPmedias en tiempo sesenta motilidad progresivaT60 V medias en tiempo sesenta
vigorT90MT medias en tiempo noventa motilidad totalT90MPmedias en tiempo noventa motilidad
progresivaT90V medias en tiempo noventa vigorT120MT medias en tiempo ciento veinte motilidad
total TL20MPmedias en tiempo ciento veinte motilidad progresivaT120V medias en tiempo ciento
veinte vigorT150MT medias en tiempo ciento cincuenta motilidad total TL150MPmedias en tiempo
ciento cincuentamotilidad progresiva T150V medias en tiempo ciento cincuenta vigor TI80MT medias
en tiempo ciento ochenta motilidad total TL80MPmedias en tiempo ciento ochenta motilidad

progresiva T180V medias en tiempo ciento ochenta vigor

Estudios anteriores han comparado el efecto de estos dos diluyentes sobre la célula
espermatica bovina con relaciéon la manutencién de sus caracteristicas espermaticas pos
descongelamiento en relacion al tiempo Test de termo resistencia (Crespilho et. al, 2006;
Braga , Franco , Rodrigues.et al, 2006; Freitas, JA Dell'Aqua. et, al, 2008; Leite Vale Filho,
2010). Se ha demostrado qué el diluyente Botu-Bov® presenta una mayor viabilidad
espermatica post descongelacion ante Tris-citrato-yema de huevo (Crespilho, papa, alberti,
filho, martins, novaes, dellaqua 2006) lo que no concuerda con los resultados obtenidos en
este estudio. Pero segun Leite Vale Filho (2010) demostré que en general, la combinacion de
TRIS y 4h de equilibrio fue el método de criopreservacion de semen méas deseable. Crespilho
et. al, (2006) indica en otros resultados de las pruebas con Tris-citrato-yema de huevo (TRIS)
y Botu-Bov®, no difieren en cuanto a la motilidad total e integridad de la membrana

plasmatica.

Sin embargo, Botu-Bov® fue mas eficaz en la preservacion de la linealidad de
espermatozoides méviles después de la descongelacion en contraste a lo observado en este
trabajo, lo cual nos permite mostrar que el tris tuvo un mejor comportamiento en la prueba de
termo resistencia ya que posiblemente el medio diluyente tris en su composicion posee tris
un excelente tampdn que ayuda a preservar la estabilidad de las moléculas y evitar los
cambios abruptos de ph, al igual que la fructosa actuando como azucar para proveer la
energia y actuar como crio protector, ademas las lipoproteinas presentes en la yema de
huevo sean capaces de preservar las caracteristicas esperméticas durante mayores

periodos de tiempo como lo observado en el andlisis estadistico el cual muestra significancia.
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Los resultados del analisis de la prueba de termo resistencia se observan descritos arriba
en la tabla 10 a continuacion en las figuras 1, 2, y 3 se observan como ocurre la disminucion
gradual de las caracteristicas esperméticas ( motilidad total, motilidad progresiva y el vigor.
Grafica 3. Motilidad total en la prueba de termorresistencia
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Grafica 4. Motilidad progresiva en la prueba de termorresistencia.
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Grafica 5. vigor en la prueba de termorresistencia
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5. Conclusiones y Recomendaciones

La utilizacion de medios que contengan yema de huevo como se evidencian en los
medios botu-bov® y el Tris Citrato Yema de Huevo los cuales fueron utilizado en este estudio
nos lleva a concluir que se obtienen mejores indices de viabilidad pos descongelacion en
semen de toros brahman en la regién de Antioquia. Esto se debe a la accién de las
lipoproteinas y fosfolipidos presentes en la yema de huevo el cual tiene como funcion
proteger las membranas espermaticas atreves del aumento de la proporcién de colesterol y
fosfolipidos presentes en los espermatozoides, reduciendo asi la ocurrencia del choque

térmico y apoyando la manutencion de la viabilidad celular.

Es importante tener en cuenta el contenido de los diluyentes ya que estos van a ser en
realidad los encargados de la proteccion y la nutricion de las células espermaticas que se

sometan al proceso de criopreservacion.

Es recomendable cuando se llevan a cabo procesos de criopreservacion de células
espermaticas tener en cuenta el uso de coloraciébn como eosina/nigrosina, rojo congoé y verde
malaquita para poder confirmar la veracidad y la calidad del semen post-descongelamiento

ya que estas coloraciones también emiten resultados favorables en cuanto a la calidad de los
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diluyentes comparados observando la vitalidad y la morfologia de las células esperméticas

criopreservadas.

El uso de sistemas computarizados que faciliten el analisis del semen bovino dejando a
un lado la subjetividad qué se ve relacionado con el error humano, seria de mucha ayuda y

precision en investigaciones futuras.

Cuando se usa un diluyente cuyo contenido sea a base de yema de huevo se espera que
al descongelar las células criopreservadas se mantenga la viabilidad espermatica en un 50%
siempre y cuando se sigan las respectivas curvas de enfriamiento para cada diluyente, ya

que esta curva afecta a los espermatozoides en el momento de la congelacion.

Las células espermaticas de toros brahman en la regién de Antioguia soportan y se
comportan muy bien cuando se someten al proceso de criopreservacion utilizando medios
diluyentes a base de yema de huevo como el botu-bov® vy el tris citrato yema de huevo

comparados en este estudio.
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