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1. INTRODUCCION

La produccion caprina es una actividad que durante los ultimos tiempos ha tenido
un crecimiento significativo en el sector pecuario y ha servido de fuente de
ingresos para los pequefios productores en la region del Norte de Santander. La
explotacién de esta especie se basa principalmente en la extraccién de productos
como carne y leche, siendo aun poco tecnificados. Para lograr el aumento en la
produccién de este renglén, el mejoramiento animal juega un papel importante; ya
qgue con la introducciéon de razas especializadas puras 0 en cruzamiento, se

espera mejorar los indices productivos y reproductivos (URPA, 2007).

Cabe mencionar que en nuestro pais y en especial en la regién norte, los
programas de mejoramiento genético en la especie caprina no han tenido gran
impacto, encontrandose en la actualidad unidades de produccién con poca
tecnificacion y con minimos lineamientos productivos. Sin embargo, con las
nuevas politicas de libre comercio, las especies ovinas y caprinas han tomado un
auge en su cria y sus sistemas productivos. Cambiar las formas de produccion y
mejorar sus indices productivos es el nuevo ideal de las asociaciones de
productores que se han venido implementando. Finalmente, es de resaltar que a
la fecha existen pocos estudios en el area reproductiva en relacién a los caprinos
(Rubio-Parada, 2010).

La introduccién de técnicas como la inseminacién artificial ha estado lejos de ser
una tecnologia accesible a los productores de la region debido a diversos factores
como el costo de importar material seminal de otras partes del mundo (donde
aplican programas de mejoramiento animal y donde han logrado implementar en
alguna manera la técnica). De otra parte, existen pocos estudios a nivel nacional
gue evallen la calidad de los animales existentes para ser incluidos en programas
de reproduccién. Siendo asi, necesario el desarrollo de estudios reproductivos.
Dentro de los analisis reproductivos que se realizan habitualmente se tiene las

evaluaciones androldgicas tradicionales que incluyen en general, el analisis de



concentracion espermatica, motilidad y vitalidad (vivos-muertos) y anomalias

morfolégicas de los espermatozoides (Hidalgo, 2004). Cabe mencionar, que la

evaluacion rutinaria  del material seminal, no es predictor del potencial
reproductivo del macho, asi mismo, la resistencia a los procesos de

criopreservacion.

No se puede predecir la funcionalidad de las poblaciones esperméticas que
permanezcan viables tras la descongelacion; luego no se puede estandarizar los
procedimientos en los diferentes centros de procesamiento seminal y esto se ve
afectado por la repetibilidad de los resultados y finalmente, la gran subjetividad de
las pruebas y la alta variabilidad entre laboratorio y técnicos (Gravance y Davis,
1995; Foxcroft et al., 2008).

La estandarizacion de las pruebas de laboratorio, es el problema que persiste en
los procesos investigativos a fin de predecir la capacidad fecundante de los
espermatozoides en las dosis seminales. La mejor manera de determinar la
capacidad fecundante de un macho y su semen criopreservado, es por la
evaluacion del numero de animales inseminados. Por consiguiente, este método
de valoracion es muy extenso, resultando muy costoso y pueden ser influenciados

por el factor hembra (Herndndez, 2012). Por eso se dio la necesidad de realizar

un software mas objetivo y con una rigidez milimétrica y que pueda evaluar varios
parametros de forma simultanea como motilidad, concentracién, morfologia, entre
otros. De manera que generan datos mas acertados y permita estimar la viabilidad

fecundante seminal (Amann, 1989).

Por eso, no se escatimo esfuerzos para el desarrollo de sistemas computarizados
para el andlisis seminal in vitro, CASA (Computer Assisted Sperm Analisis), para
el estudio de vitalidad, motilidad, fragmentaciéon de DNA. Haciendo de manera

mas objetiva la prediccion de la capacidad fecundante del semen, esto conlleva a



mejorar los estudios en cuanto a los protocolos y diluyentes para lograr la mayor
supervivencia espermatica post-descongelacion (Mortimer, 1997).

Desde hace unos afios se practican pruebas adicionales a las evaluaciones
seminales normales, teniendo en cuenta la fisiologia espermatica con mucha
precision. Algunas de estas pruebas son: CASA motilidad espermética (Anzar et
al., 1991; Quintero-Moreno et al., 2003, 2008), ASMA morfometria (Hirai et al.
2001; Rubio et al., 2007), test de fragmentacién de DNA (Januskauskas et al.,

2003), integridad de la membrana plasmatica (Jeyendran et al., 1984; Quintero-

Moreno et al., 2011), test de penetracion espermatica (lvanova y Mollova, 1993).

Por lo tanto, garantizan los resultados con gran confianza logrando excelente
fertilidad, pero aun los altos costos de estas técnicas lo han hecho limitada debido

a que su practicidad se da en la investigacion (Ramos et al., 2002; Gadea, 2005).

En caprinos, la motilidad espermatica decrece cuando la temperatura es baja al

reducirse la actividad metabdlica (Leboeuf et al., 2000). A 4-5°C los valores

aceptables en la calidad espermatica se mantiene por 24-72 horas, pero no se

debe almacenar mas de ese tiempo solo con refrigeracion (Bautista et al., 2013).

El inconveniente que tiene la congelacién del semen caprino, son los dafios en la
membranas del espermatozoide, el efecto de la motilidad, el desequilibrio

metabodlico interno (Cabrera et al., 2005; Dorado et al., 2007). Por eso técnicas

como la separaciéon del plasma seminal a través de la centrifugacion y el estudio
de diluyentes con la adicién de glicerol, antioxidantes y diferentes fuentes de
lipoproteinas estan adn en investigacidbn para entender su criopreservacion
(Leboeuf et al., 2000; Dorado, 2003; Hidalgo et al., 2007; Mara et al., 2007;
Dorado et al., 2007, 2009; Bautista et al., 2011, 2013,).




2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general.

Evaluar pardmetros de motilidad esperméatica de semen caprino criopreservado
bajo diferentes medios diluyentes a través del sistema CASA.

2.2 Objetivos especificos.

Evaluar la sobrevivencia espermatica de muestras de semen caprino

criopreservadas bajo medios diluyentes como AndroMed® y Two Step®.

Evaluar las caracteristicas seminales relacionadas con la motilidad y progresion
como la velocidad curvilinea (VCL), velocidad rectilinea (VSL), velocidad media
(VAP), indice de linealidad (LIN), indice de rectitud (STR), indice de oscilacidon
(ALH), amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide
(BCF) y frecuencia de batido de la cabeza (WOB) de muestras de semen caprino
criopreservadas bajo diferentes medios diluyentes mediante el sistema

computarizado de analisis seminal (CASA).



3. MARCO TEORICO

3.1 EVALUACION SEMINAL

El andlisis del material seminal o también denominado espermiograma incluye
varias pruebas donde se evalla una serie de factores a nivel macroscopico y
microscoépico, con el fin de poder clasificar la muestra como competente 0 no para

Su uso en programas de inseminacion artificial (Hafez, 2003). A continuacion se

realizara una breve descripcion de las caracteristicas tanto macroscopicas como

microscopicas.

3.1.1. Caracteristicas macroscopicas

La valoracion a nivel macroscopico en primera instancia esta determinada por la
valoracion visual del color, densidad, aspecto y presencia de algun material

extraio; asi como también, la medicién del volumen (Pineda, 2002). El semen

debe poseer algunas caracteristicas como tener un color blanco; ya que segun
estudios tanto el color como la densidad de la muestra estan en relacion directa

con la concentracion de espermatozoides (Grajales et al., 2011). Otro de los

aspectos a valorar es el aspecto del eyaculado, el cual debe ser homogéneo. Para
lo cual, se puede realizar una prueba mediante la inclinacion ligera del tubo de
coleccién y dejando correr su contenido por las paredes. Esto con el fin de
evidenciar grumos, lo cual estaria correlacionado principalmente con la presencia
de pus, siendo un indicativo de procesos inflamatorios. El color rosado del semen
indica presencia de sangre y puede deberse a lesiones del pene o del aparato

reproductor (Vale, 2001).

De igual forma, se pueden encontrar muestras de material seminal de color verde-

amarillento, lo cual corresponde con un pigmento llamado riboflavina que se



produce en las glandulas vesiculares y que es inocuo; esto no debe confundirse

con orina, la cual tiene un olor caracteristico (Hafez, 2003).

En cuanto al volumen de un eyaculado para la especie caprina es de 1 mL, en
donde existen variaciones por diversos factores como el método de extraccion
seminal, el estado fisiolégico del macho, raza, edad, tamafio corporal,

alimentacién y régimen sexual al que se le somete (Cortes, 2002).

El eyaculado de los caprinos presenta las siguientes caracteristicas fisicas y
morfoldgicas, como se presenta en el Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas del eyaculado de un semental caprino obtenido mediante

la vagina artificial.

CARACTERISTICA PATRON NORMAL
Volumen (cc) 0,59
Motilidad Progresiva (%) 81,76
Células espermaticas vivas (%) 91,36
Concentracion (espermatozoides/cc) 3,128x10°
Anormalidades primarias (%) 2,2
Anormalidades segundarias (%) 4,13

Total anormalidades (%) 6,36
Normales (%) 93,63

Fuente: Grajales et al., (2011)

3.1.2. Caracteristicas microscopicas

Dentro de la evaluacion de las caracteristicas microscopicas se incluye la
valoracion de la motilidad espermatica, la determinacion de la viabilidad mediante
el conteo de espermatozoides vivos y muertos por una tincién supra vital y la
determinacién de las anormalidades morfolégicas tanto de cabeza, pieza media y

cola de los espermatozoides (Rodriguez-Martinez, 2003).




Motilidad espermética. La estimacion visual del porcentaje de espermatozoides
moviles es la prueba que se utiliza con méas frecuencia para evaluar la viabilidad
de los espermatozoides en semen fresco y descongelado. La motilidad es un buen
indicador de la viabilidad espermatica y por ende su relevancia para la fertilidad
(Villanova y Gatica, 2002). Sin embargo, la valoracién de la motilidad por si sola,

no es capaz de predecir el nivel fecundante de una muestra de semen (Kastelic y

Thundathil, 2008). La valoracion subjetiva por personas experimentadas es de

gran valor, debido a que la informacién se presenta de forma inmediata, ademas

de ser un método econdémico y de facil ejecucion (Davis y Siemers, 1995).

No obstante, hay que ser consciente que la subjetividad del método puede llevar a

la obtencion de diferentes resultados para una misma muestra (Vazquez et al.,

1997). En la actualidad existe el analisis computarizado de la motilidad
espermatica como el Sistema Computarizado para Analisis de Semen (Computer
Assisted Motility Analysis), con el propésito de tener una evaluacién objetiva del
movimiento del espermatozoide y la posibilidad de analizar los diferentes patrones
de motilidad de las células que se encuentran en una muestra seminal,
especialmente luego de haber sido procesada. Ciertos patrones de movimiento,
como el movimiento lineal estan significativamente correlacionados con la fertilidad
del caprino in vivo, como se ha comprobado en muestras congeladas y

descongeladas (Silvestre et al., 2011).

La determinacion de la motilidad post-descongelacion por si sola, no es capaz de

predecir el nivel fecundante de una muestra de semen para IA (Chantaraprateep y

Bodhipaksha, 1975). Los espermatozoides maduros son esencialmente células

catabdlicas que tienen una serie de organelos como el axénema y las
mitocondrias que aseguran los patrones de motilidad que ayudaran en la

movilizacion del espermatozoide y a la penetracién de la zona pélucida. El patron



de movimiento espermatico esta modulado por numerosos factores y a su vez esta
intimamente relacionado con la gestién del metabolismo energético espermatico
(Rigau et al., 2001).

La pérdida de la motilidad flagelar esta directamente relacionada con alteraciones
del axénema e indirectamente con una disminucion en la produccion ATP

(Rodriguez-Martinez et al., 1997). Siendo la motilidad flagelar progresiva y lineal,

estimulada tras la eyaculacién y modulada durante el transito a través del tracto
reproductivo de la hembra (Davis y Siemers, 1995) e implicando cambios

secuenciales importantes que reflejan modificaciones en la actividad metabdlica
de los espermatozoides, puesto que la motilidad es la principal causa del consumo

energético espermatico (Roldan et al., 1998). Por lo tanto, en un eyaculado feértil

debera existir un porcentaje significativo de espermatozoides capaces de llevar a

cabo estos cambios de motilidad (Katz y Overstreet, 1981). Cabe mencionar que

la motilidad espermatica postdescongelacion se ve afectada por dafos
ultraestructurales, bioquimicos y cambios funcionales causados por la congelacion

y la descongelacion (Dorado et al., 2007).

Motilidad individual progresiva. La motilidad progresiva es un indicativo de que
los espermatozoides son viables, por ende es una de las principales pruebas que

se realizan en las diferentes especies (Squires et al., 2004; Flores, 2005). Su

valoracion esta basada en la observacion del movimiento individual de las células
con el fin de determinar el porcentaje de células méviles en el eyaculado (Vera,

2001; Vale, 2011). Fisiol6égicamente durante la capacitacion, el espermatozoide

experimenta un aumento paulatino de la motilidad, evento conocido como
hipermotilidad (Vale, 2011).

Una de la metodologias para la observacion de la motilidad en el microscopio se

utiliza la siguiente metodologia descrita asi: se utiliza aumento de 40 X y se debe



diluir una gota de semen en citrato de sodio al 2,9 %, el cual debe estar a la
temperatura de 37 °C para evitar el choque térmico que inmovilizarian a los

espermatozoides y/o causaria su muerte (Hernandez, 2012). Se procede a colocar

una gota de semen diluido en un portaobjeto precalentado, se cubre con un
cubreobjetos y se observa el movimiento de los espermatozoides (Quintero-

Moreno et al., 2003). El movimiento normal de la célula es el que realiza en forma

progresiva y en linea recta, encontrdndose correlacién entre el movimiento

rectilineo y la fertiidad (Rigau et al., 2001; Rodriguez-Martinez, 2007). Es

necesario observar varios campos en el frotis, para asi tener una mejor valoracion
de las células moviles. Es muy importante cuidar que la muestra a evaluar no
entre en contacto con material humedo o frio, porque se comprometeria la
sobrevivencia de los espermatozoides y se obtendrian lecturas falsas (Pineda,
2002). En la tabla 2, se presenta la clasificacion de la motilidad individual

progresiva de un semen caprino.

Tabla 2. Escala para la evaluacion microscopica de la motilidad individual

progresiva aplicada para el semen caprino.

MOTILIDAD (%) EVALUACION VALOR NUMERICO
80-100 Muy buena 5
60-80 Buena 4
40-60 Media 3
20-40 Pobre 2
0-20 Mala 1

Fuente: Pineda, (2002).




3.2 APLICACION DE SISTEMAS COMPUTARIZADOS PARA LA VALORACION
SEMINAL.

Desde hace unos afios se practican pruebas adicionales a las evaluaciones
seminales normales, teniendo en cuenta la fisiologia espermética con mucha
precision. Algunas de estas pruebas son los sistemas computarizados para la
valoracién seminal - CASA. Este analisis computarizado de la motilidad
espermatica se puede realizar posterior a los procesos de congelacion vy
descongelacion del material seminal; sin embargo, es de resaltar que dicha
valoracion induce cambios en el flagelo del espermatozoide ocasionando una
disminucién de la motilidad. Al igual que otros parametros, la motilidad progresiva
de un espermatozoide es una caracteristica importante que debe ser evaluada, ya

gue esta correlacionada con la fertilidad (Mortimer, 1997).

Las técnicas tradicionales de evaluacion de la motilidad esperméatica a pesar de
gue son usuales, rapidas y practicas presentan un caracter subjetivo que implica
una gran variacion en los laboratorios que oscila de 30 a 60 %. Esto puede ser
debido a que estan sujetas a diferentes interpretaciones que dependen en gran
medida de la experiencia del operador, lo que ocasiona un error humano, el cual
juega un papel definitivo en la seleccién de los reproductores (Rodriguez-Martinez,
2003).

Aunado a lo anteriormente dicho, en las ultimas dos décadas se han unificado
criterios a través del uso del Sistema Computarizado de Analisis Seminal
(Computer Assisted Sperm Analysis, CASA, por sus siglas en Inglés), siendo mas
objetivo en la evaluacion seminal, ya que permite brindar mayor namero de
pardmetros de evaluacion y detecta los cambios subitos en el movimiento

espermatico; asi como la cinematica de los espermatozoides, los cuales no son



medibles u observables con el método tradicional. Siendo estos los parametros
gue de forma directa tipifican un eyaculado permitiendo conocer la calidad del
semen de forma mas apropiada, objetiva y repetible. Por otro lado, mediante el
sistema CASA, es mas facil el registro cuantitativo de los datos, permitiendo
comparar los resultados con los valores estandar, lo que permite la clasificacion y
posterior elaboracion de un prondstico de fertilidad de los eyaculados o posteriores
procesamientos de andlisis estadistico para la comparacién o determinacién de los
efectos de algunos tratamientos. Las desventajas del CASA estan relacionadas
con el costo del equipo, la necesidad extrema de validacién y la normalizacion de
las medidas realizadas (Januskauskas et al., 1999; Verstegen et al., 2002;
Rodriguez-Martinez, 2003).

El CASA o el sistema de analisis computarizado (SCA®) para la evaluacién de la
motilidad y concentracion espermatica, es un moédulo que proporciona una
evaluacion automatizada y clasificada de la concentracion espermatica y la
motilidad (Osorio, 2013).

El software automaticamente identifica y mide los parametros de movimiento de
los espermatozoides en campos microscopicos capturados con objetivo 10 X y
contraste de fase negativa (Ver Figura 1) implementando la camara Leja®. Asi
mismo calcula automaticamente la concentracion espermatica y el porcentaje de
espermatozoides clasificados en la muestra, segun el tipo de motilidad:
espermatozoides con motilidad progresiva y espermatozoides estaticos. Los
resultados del analisis incluyen los pardmetros de: Velocidad curvilinea (VCL),
Velocidad media (VAP), Velocidad rectilinea (VSL), indice de rectitud (STR), indice
de linealidad (LIN), indice de oscilacion (WOB), Amplitud media del
desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide (ALH) y Frecuencia de
batido de la cabeza (BCF). De acuerdo con los protocolos estandar del

laboratorio, se requiere un analisis de 500 espermatozoides, lo que normalmente



significa un andlisis de 2 a 3 campos de captura. El tiempo de andlisis es de 1
segundo por campo (Bernardi et al., 2011).

Figura 1. Representacion esquematica del Sistema Computarizado de Andlisis

Seminal

Camara Digital

Etapa de
monitoreo

=2
"

Microscopio Computadora

Fuente: http://www.micropticsl.com/eng/products/sperm analysis sca.html

Los programas disefiados para estos equipos incluyen una serie de paradmetros
descriptores del movimiento espermatico que son comunes a todos los sistemas
CASA (Boyers et al., 1989; Farell et al., 1996; Mortimer, 1997; Cancel, 2000;
Quintero-Moreno et al., 2003; Lavara, 2009; Osorio 2013; Amann y Waberski,

2014). Algunos de los parametros mas utilizados por los anteriores autores son

los siguientes: (Ver Figura 2, 3, 4y 5)

VCL - Velocidad curvilinea (um/s): definida como la velocidad media medida punto

a punto sobre el recorrido de la cabeza espermatica. Se refiere a la distancia total


http://www.micropticsl.com/eng/products/sperm_analysis_sca.html

que la cabeza del espermatozoide cubre en el periodo de observacion y es
siempre, el mayor de los tres parametros de velocidad.

VSL - Velocidad rectilinea (um/s): velocidad media medida en una linea recta
desde el principio hasta el final de la trayectoria recorrida. Se determina como la
distancia en linea recta entre el primero y el Gltimo punto de la trayectoria y da el
espacio recorrido en el periodo de observacion. Es siempre el menor de los tres
parametros de velocidad en cualquier espermatozoide.

VAP - Velocidad media (um/s): velocidad media del recorrido del espermatozoide.
Se determina como la distancia que el espermatozoide ha seguido en su
trayectoria durante el periodo de observacion. Este es conceptualmente el valor de

velocidad mas dificil de entender porque puede parecer similar a la VSL.

LIN - indice de linealidad (%): estima la proximidad de las trayectorias de las
células espermaticas a una linea recta. Se calcula como el cociente entre la
velocidad media medida en una linea recta (VSL) y la velocidad media medida
punto a punto a lo largo del recorrido (VCL) - (VSL/VCL) x 100.

STR - indice de rectitud (%): estima la proximidad del recorrido seguido por las
células espermaticas a una linea recta y se calcula como cociente entre la
velocidad media medida en una linea recta desde el primer punto hasta el ultimo
de la trayectoria recorrida (VSL) y la velocidad media del recorrido del
espermatozoide (VAP) - (VSL / VAP) x 100.

WOB - indice de oscilacion (%): estima la relacion entre la trayectoria recorrida
por el espermatozoide y la oscilacién de la cabeza esperméatica y se calcula como
cociente entre la velocidad media del recorrido del espermatozoide (VAP) y la
velocidad media medida punto a punto sobre el recorrido de la cabeza
espermatica (VCL) - (VAP / VCL) x 100.



ALH - Amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide
(um): es el desplazamiento medio efectuado por la cabeza del espermatozoide en

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

BCF - Frecuencia de batido de la cabeza (Hz): es la tiene en cuenta que
trayectoria curvilinea atraviesa la trayectoria lineal o media en funcién del tiempo

con su frecuencia, media en Hertzios.
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Figura 2. Parametros de motilidad. VSL, VCL, VAP y ALH

Fuente:http://www.micropticsl.com/eng/products/sperm_analysis_sca_motility _concentration.html
VCL

Figura 3. Parametros de motilidad obtenidos por el C.A.S.A. |. (Quintero-Moreno et
al., 2003).



VCL
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Figura 4. Parametros de motilidad obtenidos por el C.A.S.A. Il. (Quintero-Moreno

et al., 2003).
(A} Progressive (B} Intermediate (C) Hyperactivated

VAP 159.4 umis 179.8 pmvs 2184 ymis
VCL 3705 umis 4850 umi's 6529 pmis
VSL  137.0 umis &8.0 pmis 584 pmis
STR BE % 49 % 2T %
LIN 37 % 18 % 9%
ALH 254 um 235 um 34.8 pm

| BCF 215Hz 18,5 Hz 30 Hz

Figura 5. Representacion de los parametros del C.A.S.A. para espermatozoides de

ratas durante la capacitacion in vitro (Cancel, 2000).




El desarrollo de nuevas tecnologias in vitro como la citometria de flujo o los
sistemas de andlisis automatizados de esperma CASA (Computer Assisted Sperm
Analisis) permiten el estudio de mdltiples -caracteristicas funcionales vy
morfolégicas de los espermatozoides para intentar predecir su capacidad
fecundante (Quintero-Moreno et al., 2011).

3.3 CARACTERISTICAS SEMINALES DEL MACHO CABRIO

El eyaculado del macho caprino, esta compuesto por espermatozoides y plasma
seminal (secreciones del testiculo, epididimo, conductos deferentes, vesicula
seminal, prostata y glandulas bulbouretrales). (Flesh y Gadella 2000; Cortes,
2002).

Segun Maxwell v Evans (1990); el plasma seminal esta compuesto por agua

(75%) fructosa, &cido citrico, sorbitol, inositol, fosfolipidos, prostaglandinas,
enzimas y proteinas, ademas de iones inorganicos como sodio, potasio y cloro.
Estos autores citando a Roy (1957) quien define que el plasma caprino es rico en
fosfatasa éacida y alcalina (secretadas por la prostata) y en fosfolipasa A
(secretada por las glandulas bulbouretral), ésta se activa en presencia de iones de

calcio y disminuye en presencia de citratos u oxalatos.

Hidalgo (2004); Gacitua y Arav, (2005) discuten sobre la enzima fosfolipasa A,

siendo la responsable de la hidrolisis (coagulacion) de la yema de huevo sobre los
espermatozoides caprinos, debido a la separacion en lisolecitinas y acidos grasos
de las lecitinas presentes en la yema de huevo, resultando un efecto espermicida

(inmovilizacién y muerte espermatica).



El efecto de la centrifugacion es eliminar el plasma seminal y de alli la fosfolipasa
A (Dorado et al., 2007). Sin embargo, la eliminacion del plasma conlleva el

descenso de niveles de acido citrico, fructosa y zinc; asi como, de los factores de
decapacitacion y por tanto induce una capacitacién prematura (Maxwell y Evans,
1990).

3.4 DILUYENTES

Segun Dubeibe et al., (2007); Nava y Coronado (2010), existen gran variedad de

diluyentes (comerciales o no) y métodos empleados para la criopreservacion del
semen caprino, cuyo objetivo primordial es prolongar la viabilidad de los
espermatozoides en un tiempo limitado (refrigeracion) o indefinidamente

(congelacion).

Caiza de la Cueva (1997), Osorio (2013) hacen un analisis a las condiciones que

debe tener un medio diluyente; debe ser isotdnico con el plasma seminal (320
mOsm/kg) para refrigeracion, e hiperosmoético (400 mOsm/kg) para congelacion.
Pineda (2002); Quintero-Moreno et al. (2003); Hafez, (2003); Tomas (2007); Nava
y Coronado (2010); Camacho (2011); Grajales et al., (2011), opinan que un

diluyente debe tener la capacidad tampon y de esa manera compensar la
produccion de &acido lactico en el proceso de criopreservacion (citrato, fosfato,
bicarbonato sédico; BES, TES, TRIS, HEPES, MES y PIPES); debe el medio tener
una fuente de energia como la fructosa o glucosa y logran un medio estéril con la
adicion de antibidticos y un crioprotector que puede ser penetrante (Proteinas de
leche o la yema de huevo; azlcares como glucosa, lactosa y fructosa) o no
penetrante (glicerol, dimetil-sulfoxido (DMSO), propilenglicol, etilenglicol, metanol y

etanol).
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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar los parametros de motilidad
espermatica de semen caprino criopreservado bajo diferentes medios diluyentes a
través del sistema de analisis automatizado de esperma CASA: Tratamientos (T1)
Two Step®, (T2) Andromed®, (T3) Sobrenadante en Two Step®, (T4)
Centrifugado en Andromed®, (T5) Centrifugado en Two Step®. Los parametros
evaluados fueron: progresividad, concentracion espermatica, amplitud media del
desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide (ALH), frecuencia de
batido de cabeza (BCF), velocidad curvilinea (VCL), velocidad rectilinea (VSL),
(VAP), indice de linealidad (LIN), indice de rectitud (STR), indice de oscilacién
(WOB). Se realiz6 un ANOVA Ltilizando el paquete estadistico SAS (Statistical
analysis system, version 9,1). El Tratamiento (T5) no presentd sobrevivencia
espermatica  postdescongelacion. Se encontraron diferencias altamente

significativas entre todos los tratamientos para los parametros evaluados. Los



mejores valores de motilidad espermatica fueron obtenidos en el T4 (centrifugado
Andromed®) con valores de progresividad de 30,4 %, ALH (2,9 um/s), BCF (12,3
Hz), STR (83,5 %) y LIN (50,8 %); mostrando una mejor respuesta al proceso de
criopreservacion debido a la composicion del medio y al efecto de la
centrifugacion. Sin embargo, es necesario evaluar otros medios diluyentes con el
fin de mejorar la efectividad en el proceso de criopreservacion de espermatozoides
caprinos para ser incorporados en programas de inseminacién artificial o para la
conservacién en bancos de germoplasma. Resultados del presente estudio
contribuyen a la estandarizacion del proceso de evaluacion de semen en la

especie caprina.

Palabras claves: criopreservacion, motilidad, diluyentes, caprino, CASA.



ABSTRACT

The aim of this study was evaluate sperm motility parameter of goat semen sample
cryopreserved in different media extenders by using a computer assisted sperm
motility analysis (CASA) system: The treatments were (T1) Two Step ®, (T2)
Andromed ®, (T3) supernatant in Two Step ®, (T4) centrifuged in Andromed ®,
(T5) centrifuged in Two Step ®. The parameters evaluated were: progressive
motile spermatozoa, sperm concentration, progressive motile spermatozoa, mean
amplitude of lateral head displacement (ALH), frequency of head displacement
(BCF), curvilinear velocity (VCL), linear velocity (VSL), average path velocity
(VAP), linearity coefficient (LIN), straightness coefficient (STR), wobble coefficient
(WOB). One-way ANOVA was performed using the statistical package SAS
(Statistical analysis system, version 9.1). The T5 treatment did not show post-
thawing sperm survival. Highly significant differences between treatments were
found for all evaluated parameters. The best sperm motility records were obtained
by the T4 (centrifuged Andromed ®) with the values of progressive motile
spermatozoa 30.4 %, ALH (2.9 um/s), BCF (12.3 Hz), STR (83.5 %) and LIN (50.8
%). The T4 showed the better response to cryopreservation process, because of
the medium composition and the effect of sample centrifugation. Nevertheless, it is
necessary to evaluate other extenders in order to improve effectiveness in the goat
sperm cryopreservation process; which in turn will be used in artificial insemination
programs or their cryopreservation in gene banks. The results of this study

contribute to the standardization of goat semen evaluation process.

Keywords: Semen cryopreservation; sperm motility; semen extender; caprine,
CASA.



INTRODUCCION

Los pardmetros esperméticos clasicos que se consideran en un analisis de calidad
seminal incluyen en general la motilidad, concentracion y vitalidad espermatica;

asi como, las anomalias morfologicas (Quintero-Moreno et al., 2003, Marco-

Jimenez et al., 2006, Dorado et al., 2009). Las principales razones por las cuales

las pruebas de evaluacién seminal rutinaria no han podido demostrar una clara
relacion predictiva con la resistencia a la criopreservacion y con el potencial
reproductivo de un semental, se debe a que no se refleja adecuadamente la
fisiologia o funcionalidad de la poblacion de espermatozoides que permanecen
viables y también a que existen diferencias técnicas procedimentales, lo que

afecta su repetitividad (Mortimer y Maxwell, 2004, Dorado et al., 2010). Otra es,

gue la mayoria de las pruebas utilizan técnicas de evaluacion visual de gran
subjetividad, por lo que generan una alta variabilidad entre laboratorios y operarios
(Gravance y Davis, 1995; Foxcroft et al., 2008).

La criopreservacion de semen caprino presenta desafios para los programas de
conservacion y bancos de germoplasma debido a la falta de un protocolo 6ptimo
de crioconservacion (Purdy, 2006). El semen de ésta especie posee enzimas del
tipo fosfolipasa “A” que actuan sobre los fosfolipidos de los diluyentes
normalmente utilizados, liberando lisolectinas y acidos grasos que son téxicos

para los espermatozoides (Pellicer-Rubio et al., 1997; Pellicer-Rubio vy

Combarnuus, 1998; Sias et al., 2005). La centrifugacion y eliminacion del plasma

seminal (lavado) es realizado para mejorar la calidad del semen criopreservado,
en especial cuando se utiliza diluyentes que contienen yema de huevo o leche

(Leboeuf et al., 2000). Sin embargo, se ha comprobado que centrifugar el semen

puede ocasionar pérdidas o dafios en los espermatozoides (Miro et al., 2009),

encontrdndose que existen controversias sobre la necesidad de retirar el plasma



seminal en el proceso de congelamiento (Azerédo et al., 2001; Cabrera et al.,
2005; Peterson et al., 2007; Sariozkan et al., 2010).

Estudios reportan la utilizacion de diferentes tipos de diluyentes como la lecitina de
soya en lugar de yema de huevo para evitar la reduccién en la motilidad y obtener
mejores resultados postdescongelacion (Roof et al., 2012). Reportes han

mostrado que diluyentes a base de la soya (Bioxcell®) obtienen resultados
satisfactorios (Gacitua y Aray, 2005; Nordstoga et al., 2011). De igual forma,

Sariozkan et al. (2010) reporté mayores valores de motilidad espermética a través

del sistema C.A.S.A. para espermatozoides caprinos congelados en Bioxcell® en
comparacion con un medio de yema de huevo a base de TRIS. Por otro lado, el
centrifugado de semen no mejoro los resultados de motilidad espermatica para un

diluyente a base de yema de huevo (Roof et al., 2012). Reportes afirman que la

lecitina de soya y yema de huevo difieren en su composicion de lipidos y
contenido de acidos grasos afectando la interacciéon con las enzimas lipasas
presentes en el contenido seminal de los caprinos (Palacios y Wang, 2005; Le
Grandois et al., 2009).

El desarrollo de nuevas tecnologias in vitro como la citometria de flujo o los
sistemas de analisis automatizados de esperma CASA (Computer Assisted Sperm
Andlisis) permiten el estudio de mdaltiples caracteristicas funcionales vy
morfolégicas de los espermatozoides para intentar predecir su capacidad

fecundante (Quintero-Moreno et al., 2011). EI CASA fue propuesto por Dott v

Foster (1979) y en la actualidad es usado en centros de andrologia humana vy

veterinaria. Flowers (1997) mostr6 como el porcentaje de espermatozoides

méviles Unicamente proporciona una estima cuantitativa de la fertilidad y su uso se

limita cuando se alcanzan valores superiores. Broekhuijse et al. (2012) mostraron

correlaciones negativas en algunos parametros CASA vs fertilidad. Segan Amann

y Katz (2004), consideran que la mayor velocidad resultante es lo mejor, pero no

existe una evidencia bioldgica. Se ha reportado que diferentes parametros tienen

efectos opuestos sobre los indices de prefiez y el nUmero de animales nacidos.



Asi como, la velocidad curvilinea (VCL) y frecuencia de batido de cabeza (BCF)
explican la variacion en los indices de prefiez; mientras que la velocidad media
(VAP), indice de linealidad (VSL) y la amplitud media del desplazamiento lateral de
la cabeza del espermatozoide (ALH) explican la variacion en el nimero de crias
(Kathiravan et al., 2010; Silvestre et al., 2011).

El conocimiento preciso y objetivo de las velocidades cinemética como la calidad
de movimiento de los espermatozoides contenidos en las muestras de material

seminal criopreservado es el mejor indicador de su calidad (Avila-Portillo et al.,

2006), ya que se ha encontrado una correlacién significativa entre la motilidad y la
fertilidad en bovinos (Budworth et al., 1988), equinos (Samper et al., 1991),

humanos (Hirano et al., 2001), conejos (Lavara et al., 2005) y porcinos (Vyt et al.,

2008). EIl objetivo del presente estudio fue evaluar parametros de motilidad y
progresion espermatica de muestras de material seminal caprino criopreservado

en diferentes medios diluyentes a traves del sistema CASA.

MATERIALES Y METODOS

Animales y colecta de semen

Se evaluaron 5 machos caprinos de la raza Alpina entre 10 y 14 meses de edad y
de fertilidad conocida adscritos a la unidad de caprinos de la Universidad
Francisco de Paula Santander (UFPS), sede Ocafia. Los animales fueron
mantenidos bajo una dieta estandar. La colecta de semen fue realizada por medio
de electroeyaculacién (Electroyac 5®). Las muestras fueron mantenidas en bafio

maria a 37 °C hasta su valoracion.

Evaluacién y criopreservacion de muestras

Se realizd la evaluacién convencional del material seminal a nivel macroscépico

[volumen (mL), pH] y microscopico [motilidad masal (%) e individual (%),



concentracion esperméatica (spz/mL) y anormalidades morfologicas (%)]. Las
muestras clasificadas fueron mezcladas para formar un pool, con el fin de
disminuir el efecto del macho. Posteriormente, fueron sometidas a dilucién en los

siguientes protocolos para su posterior criopreservacion.

Tratamiento 1 (Two Step®): Semen completo en medio comercial Two Step®.
Tratamiento 2 (Andromed®): Semen completo en medio comercial Andromed®.

Tratamiento 3 (Sobrenadante en Two Step®): Sobrenadante de centrifugacién de
contenido seminal criopreservado en medio comercial Two Step ® (solo con

adicion del 10 % de yema de huevo).

Tratamiento 4 (Centrifugado en Andromed®): Centrifugado de contenido seminal
en medio comercial Andromed®.

Tratamiento 5 (Centrifugado en Two Step®): Centrifugado de contenido seminal

en medio comercial comercial Two Step®.

Las muestras de semen fueron diluidas en cada uno de los tratamientos a 37°C y
equilibradas por un periodo de 2 horas. Seguidamente, fueron envasadas en
pajillas (0,5 mL) con una concentracion promedio de 100 x 10°
espermatozoides/mL y llevadas a -110°C por 10 min para ser sumergidas en

nitrégeno liquido (-196°C) para su almacenamiento.

Valoracién de los parametros C.A.S.A.

Las pajillas fueron transportadas al laboratorio de andrologia de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad del Zulia (Venezuela) en un termo-tanque
(MVE®, Milleniun), donde se procedi6 a realizar la valoracion de los parametros
C.A.S.A. (MICROPTIC®,Versién 2002, Barcelona, Espafia) y evaluadas bajo un
aumento 100 X (Olympus BX40, Olympus Optical Co., Ltda.). Se evalud un total



de 5 pajillas por tratamiento, previamente colocadas a 37 °C durante 5 minutos en
bafio maria. El analisis se realizdé sobre alicuotas de semen de 5 pL en laminas
Leja® (20 micras - 4 camaras). Las imagenes fueron tomadas en un lapso de 1
segundo y la velocidad de captura de cada imagen fue de 1 cada 40

microsegundos.

Se evalud el porcentaje de espermatozoides progresivos (PRO, %), concentracion
de espermatozoides progresivos por dosis (spz/mL), velocidad curvilinea (VCL,
pum/s), velocidad rectilinea (VSL, pum/s), velocidad media (VAP, um/s), indice de
linealidad (LIN, promedio entre VSL/VCL), indice de rectitud (STR, promedio entre
VSL/VAP), indice de oscilacion (WOB, promedio entre, VAP/VCL), amplitud media
del desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide (ALH, pm/s) y
frecuencia de batido de la cabeza (BCF, Hz) (Mortimer,1997).

Analisis estadistico

Se estimaron los valores promedios para cada una de las variables y se realizé un
analisis de varianza. Se aplico la comparacion de medias por medio de la prueba
de Tukey (P<0,05) utilizando el paquete estadistico SAS (Statistical analysis

system, version 9,1).

RESULTADOS Y DISCUSION

Como respuesta a la criopreservacion de las muestras de material seminal que
fueron sometidas a los diferentes protocolos, se encontré que las muestras del
tratamiento 5 (Centrifugado en medio comercial Two Step®) no presentaron
sobrevivencia espermatica pos descongelacion, siendo descartadas para su

valoracion por el método CASA.



La motilidad espermatica post descongelacion de las muestras de material seminal
de los diferentes tratamientos presentd una disminucién debido al efecto del medio
diluyente y al protocolo de criopreservacion, debido a que la composicion de los
medios diluyentes afecta su respuesta. Este efecto ha sido reportado por autores
gue han evaluado el efecto de la enzima coagulante de la yema de huevo (EYCE)
y la fosfolipasa secretada al plasma seminal por las glandulas bulbo-uretrales; lo
cual hidroliza la lecitina de la yema ocasionando un efecto toxico para el
espermatozoide caprino (Gacitua y Arav, 2005). Autores como Purdy (2006) y

Leboeuf et al. (2000), han mostrado que al realizar el lavado del semen caprino

mejora la sobrevivencia espermatica post descongelacion. De esta forma, Cabrera
et al. (2005) concluyd que el lavado del material seminal es necesario realizarlo

cuando la concentracion de la yema de huevo es mayor al 10 %.

Por otro lado, Konayali et al. (2013) evaluaron la motilidad postdescongelacién de

semen caprino en diluyentes de Tris-yema y leche descremada al cual le
incluyeron ciclodextrinas con colesterol encontrandose una mejora en el nimero

de espermatozoides maoviles y viables.

A continuacion se muestran los resultados de la valoracion de los parametros de
motilidad y concentracion por el método CASA de las muestras de material
seminal criopreservadas bajo los diferentes tratamientos, en donde se encontraron
diferencias altamente significativas (P<0,001). Siendo asi, el tratamiento 4 fue el
gue obtuvo el mayor niumero de espermatozoides con progresividad, mostrando
un valor de 30,4 % equivalente a espermatozoides progresivos y no progresivos
(12,2 y 18,2 %, respectivamente). De igual forma, este tratamiento obtuvo una

mayor concentracion espermatica (Tabla 1). Segun Krishnakumara et al. (2011)

concluyeron que el uso de medios diluyentes libres de proteina animal como el
Andromed®, presentan mejor respuesta debido a que su contenido de fosfolipidos

son derivados a partir de extracto de soya.



Tabla 1. Pardmetros de progresividad y concentracibn de semen caprino
criopreservado bajo diferentes medios diluyentes.

T1 T2 T3 T4
PARAMETROS Sobrenadante Concentrado en
Two Step® Andromed® de Two Step® Andromed®
No. Spz (%) 747° (74,1) 819° (71,5) 3819 (70,6) 14012 (69,6)
Espermatozoides Concentraciéon 22,2C 41,9a 20,3d 35,9b
Estaticos (millones de
(%) Spz/mL)
No. Spz (%) 172° (17,1) 294 (25,7) 140¢ (25,9) 3662 (18,2)
Espermatozoides Concentracion 5,1¢ 15,12 7,5 9,4°
no Progresivos (millones de
(%) Spz/mL)
. No. Spz (%) 89° (8,8) 32°¢ (2,8) 19¢ (3,5) 2457 (12,2)
Esp;r:?tecg\c/)cl)des Concentracion 2,6° 1,6° 1,0° 12,6
g(%) (millones de
Spz/mL)
Concentracién
Total total 30,0 58,6 28,8 51,6
(millones de
Spz/ml)

Superindices diferentes (a-d) en una fila indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05)

Segun Karagiannidis et al. (2000) evaluaron la motilidad espermatica en semen

fresco para las razas Alpina y Saanen con valores de 59,8 y 64,4 %,
respectivamente. En otro estudio, este autor evalué la motilidad espermatica
utilizando medios diluyentes como Tris y leche, obteniendo valores de 34,4 y 33,1

%, respectivamente; presentando similitud a los obtenidos en nuestro estudio.

Diferentes autores han encontrado una variabilidad en la respuesta de la motilidad
espermatica postdescongelacién de acuerdo a diferentes factores como: el medio
diluyente utilizado, protocolo de dilucion y congelacion y el procedimiento de
evaluacion. Con base en lo anterior, diversos autores reportan estos efectos: Tuli y
Holtz (1994) en un estudio con semen congelado caprino obtuvieron un 25 % de

motilidad espermatica postdecongelacion. Kozdrowski et al. (2007), evalud la

motilidad espermatica postdescongelacion utilizando el medio Tris con la adiccién
de yema de huevo al 20 y 1,5 %, reportando valores de 23 y 19 %,

respectivamente. Otro estudio realizado por Dubeibe et al. (2007) evaluaron

diluyentes como el citrato de sodio y leche descremada mas yema de huevo,

obteniendo valores de motilidad espermatica postdescongelacion a las 5 horas de



0,19 y 0 %, respectivamente. Dorado et al. (2009) evaluo la motilidad espermética

de muestras de material seminal al cual se realizé un primer lavado con el medio
diluyente Biladyl® y posteriormente fueron sometidos a criopreservacion con
Triladyl® (20 % de yema) obteniendo un valor de 56,07 %. Por otro lado, se evalu6
la motilidad espermética de semen caprino criopreservado bajo el diluyente Tris-
yema con la adicion de glicerol (6 %) y Dimetilsulfoxido (6 %) con valores de 23,9
y 16,6 %, respectivamente (Silvestre et al., 2011). Roof et al. (2012) evalud la

motilidad espermatica postdescongelacién con dos medios diluyentes Bioxcell® e
Irvine TYB, obteniendo valores de 49,4y 19,6 %, respectivamente. En un estudio
se evaluo la motilidad espermatica postdescongelacion utilizando el medio
diluyente Tris bajo diferentes concentraciones de yema de huevo (2 y 20 %) y
leche descremada, reportando valores de 58,2, 70,1 y 69,7 %, respectivamente
(Konayali et al., 2013). De igual forma, este mismo autor evalu6 la adiccién de

colesterol con ciclodextrinas (1 mg) obteniendo un valor de motilidad espermatica

postdescongelacion de 72,6 %.

Cabe mencionar que los reportes descritos anteriormente fueron evaluados por el
método CASA. Sin embargo, la literatura reporta evaluaciones de motilidad
espermatica en la especie caprina por el método convencional, entre ellos:

Valencia et al., (1994) evaluaron la motilidad espermatica postdescongelacién con

un medio diluyente de Tris-yema obteniendo valores por encima de 59 %. Por otro

lado, Vallecillo et al. (2004) de igual forma evalué la motilidad individual

postdescongelacion de espermatozoides criopreservados en el diluyente Triladyl®
con 20 % de yema de huevo y centrifugado a 500 g por 6 minutos, obteniendo un
valor de 60,5 %; siendo superior debido al efecto del lavado del material seminal
previo a la congelacion. Al adicionar acido citrico (0,05 %) al medio diluyente
Bioxcell® se observaron valores de motilidad espermatica postdescongelacion de
41,8 % (Castilho et al., 2009). En otro estudio, Nava y Coronado (2010) evaluaron

la motilidad espermatica postdescongelacion de muestras de material seminal

criopreservadas bajo medios diluyentes como Tris-yema y Triladyl® obteniendo



valores de 38,6 y 35,3 %, respectivamente. Daskins et al. (2011), evaluaron el

diluyente Bioxcell® con dos concentraciones (1:5 y 1:10), reportando valores de
motilidad espermatica de 38 y 20 %, respectivamente.

La tabla 2, muestra los resultados de valoracion de la motilidad espermética para
los pardmetros de amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza del
espermatozoide (ALH) y frecuencia de batido (BCF) obtenidos por el método
CASA. Para estas variables se encontraron diferencias altamente significativas
entre tratamientos (P<0,001); obteniendo los mejores valores para semen
Centrifugado en Andromed® (T4).

Tabla 2. Parametros de ALH y BCF de semen caprino criopreservado bajo diferentes
medios diluyentes.

< T1 T2 T3 T4
PARAMETROS Two Step®  Andromed® Sobrenadante Concentrado
P de Two Step® en Andromed®

Espermatozoides  ALH (um/s) 2,2° 1,8¢ 1,7° 2,78

progresivos BCF (Hz) 6,3P 4,9¢ 5,5¢ 10,22

Espermatozoides ALH (um/s) 1,82 1,82 1,4° 1,92

Progresivos 4,82 4,5° 1,7¢ 3,6°
Medios BCF (Hz)

Espermatozoides ALH (um/s) 2,82 1,9 1,8° 2,92

Progresivo 8,3P 5,20 6,0 12,32
Rapidos BCF (H2)

ALH: Amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide; BCF: Frecuencia de batido de la cabeza.
Superindices diferentes (a-d) en una fila indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05)

Autores como Silvestre et al. (2011) utilizaron Tris-yema con adicion de glicerol (6

%) y dimetilsulfoxido (6 %), reportando valores para ALH de 2,3 y 2,9 um/s,
respectivamente y para BCF de 8,8 y 9,9 Hz, respectivamente; valores similares a

los obtenidos en nuestro estudio. Por otro lado, Dorado et al. (2009) evalu6 estos

parametros utilizando semen caprino en fresco y postdescongelacion obteniendo

valores para ALH de 5,49 y 6,06 um/s. Este mismo autor (2010), obtuvo valores



para ALH de 6,06 y 3,57 um/s y para BCF de 11 y 11,74 Hz, respectivamente,
utilizando diluyentes como el Tris y leche descremada.

Tabla 3. indices de motilidad para las muestras de semen caprino criopreservado
bajo diferentes medios diluyentes.

< T1 T2 T3 T4
PARAMETROS Two Step®  Andromed® Sobrenadante  Concentrado en
de Two Step® Andromed®

VCL pm/s 39,1° 20,34 21,9¢ 46,12

VSL um/s 24,12 9,44 15,6° 21,7°

Espermatozoides VAP um/s 30,52 13,8¢ 18,1° 27,5°
Moviles LIN (%) 61,6" 46,34 71,32 47,0°

STR (%) 79,0° 68,4°¢ 86,22 78,7°

WOB (%) 77,9° 67,7° 82,72 59,7¢

VCL um/s 15,2¢ 15,8° 13,4¢ 16,52

VSL um/s 6,2° 7,52 7,72 7,1°

Espermatozoides VAP um/s 9,9b¢ 10,82 9,8°¢ 10,0°
Lentos LIN (%) 40,49 47,6° 57,82 43,0°

STR (%) 62,44 69,4°¢ 79,02 70,9°

WOB (%) 64,8¢ 68,7° 73,22 60,7¢

VCL um/s 34,5 33,0° 23,0¢ 35,22

VSL pm/s 16,72 14,5° 12,04 12,5¢

Espermatozoides VAP um/s 24,22 21,8° 16,3¢ 19,1°¢
Medios LIN (%) 48,3° 43,9¢ 52,12 35,69

STR (%) 68,8° 66,4°¢ 73,52 65,6¢

WOB (%) 70,3° 66,1°¢ 70,92 54,3°¢

VCL um/s 103,72 39,59 92,1° 79,6°

VSL um/s 79,32 15,3¢ 76,8° 40,4°

Espermatozoides VAP um/s 89,82 22,49 84,0° 48,4°
Rapidos LIN (%) 76,5 38,8¢ 83,42 50,8°

STR (%) 88,3° 68,54 91,52 83,5°

WOB (%) 86,6° 56,79 91,12 60,8°¢

VCL: Velocidad curvilinea; VSL: Velocidad rectilinea; VAP: Velocidad media; LIN: indice de linealidad; STR: indice de
rectitud; WOB: indice de oscilacion.
Superindices diferentes (a-d) en una fila indican diferencias significativas entre los tratamientos (P<0,05)

La tabla 3 muestra los indices de motilidad esperméatica en donde se encontraron
diferencias altamente significativas entre tratamientos para los parametros
evaluados (P<0,001). Se encontré6 que el T1 (Two step®) obtuvo los mayores
valores para los parametros VCL, VSL y VAP comparado con los demas
tratamientos. Para los parametros LIN, STR y WOB el tratamiento T3

(Sobrenadante de Two Step®) obtuvo los mayores valores. Segun estudios



reportan que valores altos para VCL y ALH son indicativos de esperma
hiperactivado (Kathiravan et al., 2010). Asi mismo, valores altos de VCL y ALH

para un diluyente con yema de huevo como el Two step® en el presente estudio,
podria sugerir una tendencia a la hiperactivacion de los espermatozoides caprinos
postdescongelados, probablemente relacionado por la inclusién de proteinas de

origen animal. Afirmacién que contrasta con lo reportado por Januskauskas et al.

(2003) al evaluar dichos parametros con semen bovino. Segun el estudio de Leite
et al. (2010) valores altos de VSL en diluyentes con lecitina de soya y ALH en
diluyentes con yema de huevo presentan variabilidad en sus valores, debido a las
diferencias de densidad y viscosidad de los diluyentes. Afirmacidon que se
corrobora con los valores obtenidos en cada uno de los tratamientos evaluados en

nuestro estudio.

Segun Bravo et al. (2011), el indice de rectitud (STR) define los espermatozoides

gue son considerados progresivos cuando el valor es superior a 80 %. Para
nuestro estudio, el tratamiento T2 (Andromed®), fue el que presenté un menor

valor comparado con los demas tratamientos.

Para el parametro indice de linealidad (LIN) segun el estudio de Cox et al. (2006)

determinaron que existe una alta correlacion con los demas parametros de
motilidad evaluados por el sistema CASA para semen caprino, demostrando que
valores mayores a 50 % en espermatozoides evaluados In Vitro presentan una
excelente migracion. Adicionalmente, parametros como LIN y ALH parecen ser

indicadores de la hiperactivacién de los espermatozoides (Pefia y Linde-Forsberq,

2000). Sin embargo, para Quintero-Moreno et al. (2003) un valor bajo (menor a 50

%) para el pardmetro LIN esta correlacionado a la hiperactivacion espermatica.

En conclusion, en nuestro estudio los mejores valores de motilidad espermatica
evaluados por el método CASA fueron obtenidos para las muestras de material

seminal caprino centrifugadas en el medio diluyente Andromed®, mostrando una



mejor respuesta al proceso de criopreservacion, encontrandose que la
composicion del medio diluyente afecta el grado respuesta. Por otro lado, el efecto
de la centrifugacién sobre el semen diluido mejor6é los indices de motilidad y
sobrevivencia espermética sometidos a la criopreservacion. Sin embargo, es
necesario evaluar otros medios diluyentes con el fin de mejorar la efectividad en el
proceso de criopreservacion de espermatozoides caprinos para ser incorporados
en programas de inseminacion artificial o para la conservacion en bancos de
germoplasma. Resultados del presente estudio contribuyen a la estandarizacion y

al proceso de evaluacion de semen en la especie caprina.
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5. CONCLUSIONES

Las pruebas de calidad de semen que son rutinariamente utilizadas en los
programas de inseminacién artificial facilita la determinacion del porcentaje de
espermatozoides motiles usualmente estimada de forma subjetiva y la
concentracion de espermatozoides por mililitro de eyaculado estimado de forma
objetiva por medio del conteo de células. Estos parametros consideran la
valoracién clasica del espermatozoide que incluye también la vitalidad
espermatica; sin embargo, no existe una clara relacion de prediccion con la
resistencia a los procesos de criopreservacion y con el potencial reproductivo del
animal. Existen diferentes métodos como los métodos CASA, ANDROVISION,
IVOS y CEROS que son software que permiten predecir la fertilidad del
espermatozoide de forma objetiva y unos bajos sistemas In Vitro. EIl analisis de
semen por medio del sistema CASA permite la diferenciacion de espermatozoides
individuales de acuerdo a sus caracteristicas de motilidad evitando la variacion
entre  valoraciones, ya que promueve la oportunidad de valorar mdultiples
caracteristicas sobre una muestra de espermatozoides con una alta tasa de

repetibilidad.

El método CASA incluye la interpretacion de los parametros como velocidad media
(VAP), indice de linealidad (LIN), frecuencia de batido de cabeza (BCF) y la
amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide (ALH),
deben ser correlacionados entre ellos para hacer una descripcion mas acertada de
la motilidad esperméatica en una evaluacion seminal de individuos de la especie

caprina.

La evaluacién espermatica pos descongelacion se ve influencia por diferentes
factores entre ellos el efecto del individuo, método de extraccion seminal, tipo de

diluyente, protocolo de congelacion, entre otros. Un factor de gran importancia



radica en la composicion quimica del medio diluyente y agente crioprotector
debido a la respuesta espermética, lo que favorece la sobrevivencia esperméatica
y por ende en aumento en la respuesta a la criopreservacion y tasas de
fecundacion. El medio diluyente que presenté una mejor respuesta al proceso de
criopreservacion fue el Andromed®, debido a su composicion quimica.



6. RECOMENDACIONES

Los criopreservacion de material seminal en las especies de interés zootécnico
han presentado un gran auge; sin embargo, en la especie caprina aun se
continan realizando estudios para lograr mejores tasas de sobrevivencia
espermatica postdescongelacién. Uno de los mayores esfuerzos es ahondar en el
conocimiento para la busqueda del tipo de diluyente a ser utilizado en los procesos

de crio preservacion y desarrollar técnicas que mejoren su eficiencia.

Para disminuir el efecto téxico causado durante el proceso de criopreservacion de
material seminal caprino se debe trabajar con diluyentes que no incluyan proteina
animal o con en caso contengan una bajo porcentaje de adiccion de yema de

huevo.

Los métodos de evaluacion de material seminal por el método convencional han
sido utilizados durante muchos afos; sin embargo en los Ultimos tiempos métodos
de evaluacion como el sistema computarizado de analisis espermatico CASA, han
permitido evaluar con mas exactitud los movimientos del espermatozoide, con el
fin de correlacionarlos con la fertilidad. La evaluacion de material seminal en la
especie caprina ha presentado bajos reportes, por lo cual se hace necesario
ahondar en evaluaciones por este método con el fin de determinar el efecto racial

y ambiental sobre dichos parametros.

Es necesario realizar estudios que contemplen la evaluacion de otros tipos de
diluyentes para ser utilizados en los procesos de criopreservacion de semen en la
especie caprina. De igual forma, se requiere adelantar estudios que evalten los
niveles de oxidantes, inclusion de diferentes fuentes de proteina, protocolos de
congelacion (tiempos y gravedades de centrifugacién). Lo anterior con el fin de

mejorar los indices de fertilidad de la especie caprina.



En cuanto a la valoracion de semen caprino por el método CASA se debe
profundizar en el estudio de caracteristicas de los equipos como la camara
utilizada, la tasa de adquisicion de la imagen, la resolucion, ampliacion del
objetivo, tiempo de muestreo, el algoritmo de suavizado, niumero de células, la
lamina y los campos examinados, y la temperatura de andlisis, ya que puede

influenciar los resultados.
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8. ANEXOS

Resultados CASA

La captura de imagenes de evaluacion seminal de los diferentes medios de
congelacién caprina.

Leyenda de colores de las imagenes
* Movilidad progresiva rapida (tipo a) * Movilidad no progresiva (tipo c)
* Movilidad progresiva lenta (tipo b) * Inmoviles
Fotografia 1. Resultados CASA




