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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la criopreservacion espermatica
en la fragmentacién del ADN, la viabilidad, y cinética espermética, mediante el sistema
computarizado de analisis seminal (CASA), se colectaron 5 toros de la raza Brown Swiss
ubicados en el Banco Nacional de Semen de la UNALM, se procesé y congelo los 76
eyaculados obtenidos. Para el andlisis de la fragmentacion del ADN se utilizo el Kit Sperm-
Halomax® y para el anélisis de la viabilidad espermatica la tincion Hoeschst 333242/PlI,
se evalud si existio un cambio significativo entre los valores antes y después de la
criopreservacion para cada uno de los parametros seminales evaluados utilizando la
prueba T de muestras relacionadas, previa verificacién de normalidad con la prueba de
Shapiro-Wilk en caso que los datos fueran no normales, se utilizé la prueba de rangos
con signo de Wilcoxon. Se aplicé ajuste de Bonferroni para las comparaciones antes
mencionadas. Todos los andlisis se realizaron considerando 5 réplicas bioldgicas en el
paquete estadistico SPSS v.23 con un 95% de confiabilidad. Se encontraron diferencias
significativas en 16 de los 21 pardmetros evaluados, se evidencio un aumento de la
fragmentacion del ADN del 3%, en el parametro de viabilidad espermética se manifesto
una disminucion de los valores analizados. Se observoé la disminucion de los valores de
los siguientes parametros motilidad, motilidad progresiva, motilidad rapida, al igual que
los pardmetros cinéticos VCL, VSL, VAP, DSL, DAP, ALH, BCF, HAC, STR, y un
incremento en los valores de motilidad local y espermatozoides inmdviles, atribuidos al

efecto de la criopreservacion seminal.

Palabras claves: Criopreservacion, Fragmentacion del ADN, Viabilidad, Motilidad y

cinética espermatica.



ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the effect of sperm cryopreservation on
DNA fragmentation, viability and sperm kinetics using the computer-assisted semen
analysis (CASA), 5 bulls of the Brown Swiss breed located in the National Semen Bank
of the UNALM were collected, we proceeded to collect, process and freeze the 76
ejaculates obtained. For the analysis of DNA fragmentation the Sperm-Halomax® Kit
was used and for the analysis of the sperm viability Hoeschst 333242 / P1 stain, it was
evaluated if there was a significant change between the values before and after the
cryopreservation for each one of the seminal parameters evaluated using the T test of
related samples, after verification of normality with the Shapiro-Wilk test in case the data
were not normal, the Wilcoxon signed rank test was used. The Bonferroni adjustment was
applied for the referred above comparisons. All the analyzes were made considering 5
biological replicas in the statistical package SPSS v.23 with a 95% reliability. Significant
differences were found in 16 of the 21 parameters evaluated, an increase in DNA
fragmentation of 3% was evidenced, in the sperm viability parameter a decrease in the
analyzed values was manifested. The decrease in the values of the following parameters
motility, progressive motility, rapid motility was observed, as were the Kinetic parameters
VCL, VSL, VAP, DSL, DAP, ALH, BCF, HAC, STR, and an increase in the values of
local motility and immobile sperm, attributed to the effect of seminal cryopreservation.

Keywords: Cryopreservation, DNA fragmentation, viability, motility and sperm kinetics.



l. INTRODUCCION

En la actualidad existen diversas técnicas para evaluar los pardmetros seminales, desde
lo méas simple a lo més complejo, los métodos de andlisis basicos incluyen el estudio del
volumen seminal, concentracion espermatica, motilidad, viabilidad y morfologia
espermatica, sin embargo; en la practica se ha comprobado que eyaculados con valores
aceptables en los parametros citados presentan importantes variaciones en los resultados
de fertilidad individual (Fatehi et al., 2005)

El estudio de la motilidad espermatica se puede realizar por dos métodos el mas utilizado
es la valoracion subjetiva que consiste en evaluar el porcentaje de espermatozoides
maviles, asi como, el tipo de movimiento que presentan de forma inmediata y econémica
(Gadea et al., 2004) Es de gran valor cuando lo realizan personas experimentadas, sin
embargo, la exactitud y precision estan limitadas en funcién de las condiciones del
sistema de medida y de la destreza del observador (Graham et al., 1980). El otro método,
se basa en el uso de sistemas informatizados de digitalizacion de imagenes denominados
C.A.S.A (Computer Assisted Motility Analysis) (Davis y Siemers, 1995). Capturan el
movimiento espermatico y permite analizar valores cinéticos de velocidad espermatica
aportando un gran volumen de informacion, siendo mucho maés preciso al momento de

la evaluacion (Tuli et al., 1992).

Los problemas en la fertilidad animal abarcan un nivel mucho mas profundo, estudio
recienten han demostrado que uno de los factores asociados a una mala calidad seminal
pudiera estar relacionado con altos porcentajes de fragmentacion ADN espermatico, ya
que si bien espermatozoides con el ADN dafiado son capaces de fecundar un ovocito y
lograr una prefiez a término, las consecuencias de esta concepcion pueden ser
observadas a largo plazo, tales como crecimiento anémalo, envejecimiento prematuro,
tumores y abortos (Gonzales et al., 2016) este tiene un efecto negativo en la fertilizacién

in vivo como in vitro. Niveles de fragmentacion del ADN superior al 20% son



b)

incompatibles con la concepcién y el mantenimiento de la prefiez (Karabinus et al., 1990).
Para que el proceso reproductivo se desarrolle con éxito es necesario que la molécula de
ADN del espermatozoide permanezca integra, sin la presencia de roturas en la doble
hebra (Enciso et al., 2006) ocasionados aparentemente por la presencia de radicales
libres de oxigeno, errores en la sustitucion de histonas por protaminas, deficiencias en
la recombinacion, o la exposicion a ciertos farmacos, contaminacion atmosfeérica, fiebre
alta (Carrel et al., 2007).

La evaluacion de los parametros basicos de calidad espermatica no aporta informacion
completa sobre la calidad del espermatozoide. Asi pues, resulta prudente determinar si
existe dafio en el ADN, especialmente en los casos en los que los parametros
sistematicos de rutina no hayan evidenciado ninguna anomalia obvia, se puede decir a
ciencia cierta que mientras mayor sea el grado de fragmentacion de ADN transmitido al
embrion por el genoma del espermatozoide, mas temprano se observara en el proceso
de desarrollo embrionario y viceversa; en cambio, cuando menor sea el dafio de ADN,

mas tarde se va a manifestar en el desarrollo embrionario y fetal

La presente investigacion tiene como objetivo principal evaluar el efecto de la
criopreservacion en la fragmentacion del ADN, la viabilidad y cinética espermatica, en
toros donadores de semen de la raza Brown Swiss, todas las evaluaciones se realizaran
en un sistema computarizado de anélisis seminal (CASA), siendo los objetivos

especificos:

Evaluar los niveles de fragmentacién del ADN espermatico mediante el Test de

Dispersion de la Cromatina Espermatica.

Determinar la viabilidad espermaética utilizando una tincion de fluorescencia Hoeschst
333242/Propidio iodado

Caracterizar los parametros de cinética espermatica (VCL, VSL, VAP, DSL, DAP,
ALH, BCF, HAC, STR, DCL, WOB y LIN)



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia de la ganaderia

La poblacion total de vacunos en el Peru se estima alrededor de 5,2 millones de cabezas.
En donde el 63,9 por ciento de los vacunos son Criollos, siendo las razas predominantes
Brown Swiss (17.6 por ciento), Holstein (10,3 por ciento) y Cebd (3,4 por ciento). El 73 por
ciento se encuentra en la sierra, 12 por ciento en la costa y 15 por ciento en la selva
(CENAGRO, 2012).

Del total de la superficie del territorio nacional (1 285 215,60 km2), de acuerdo al Censo
Agropecuario del 2012, el 30,1 por ciento esta dedicado al desarrollo de la actividad
agropecuaria que, comparado con el Censo de 1994, este se ha incrementado en 3 360,7
miles de hectareas, es decir, la superficie agropecuaria se amplié en 9,5 por ciento en los
ultimos 18 afios (INEI 2012).

En referencia al impacto econémico se ha observado un incremento en la demanda
mundial de productos céarnicos derivados de la ganaderia, con un ritmo anual de 1.3%
entre 2007 y 2050 (Alexandratos y Bruinsma, 2012). En el periodo comprendido entre
2005 y 2017, la produccion mundial de carne de bovino presentd un crecimiento
promedio anual de 0.7% (OCDE- FAO, 2015).

La poblacion de vacas en ordefio es 893,769 cabezas (MINAGRI, 2017), mostrando un ritmo
de crecimiento anual de 1,9 por ciento (periodo 2007-2016). EI consumo anual de leche es
87 kg/persona/ario, habiendo mostrado un incremento anual de 2,88 por ciento periodo 2007-
2016 (MINAGRI, 2017).

2.2 Inseminacion artificial

La inseminacion artificial ha tenido una gran importancia en el mejoramiento genético

de los animales, especialmente en el ganado bovino donde su practica se ha visto



indispensable para disminuir el intervalo generacional y promover el mejoramiento

genético, mediante el uso de pajillas de semen congelado (Mcclure et al, 1994).

Las ventajas que podemos obtener mediante esta técnica, segiin Saacke (1994):

« Conservacion prolongada de material fecundante de animales valiosos
(pajillas crio preservadas de semen)

 Eliminar las limitaciones de manejo y/o sanitarias que impedirian la
utilizacion de algunos individuos.

« Aceleracién de la seleccidn genética y transferencia de material genético
entre ganaderias que se encuentren geograficamente distantes.

« Facilitar la comprobacién de la descendencia.

» Obtencion de beneficios econdmicos con la comercializacién del semen.

Factores que afectan la técnica de inseminacion artificial:

« El primero controlado por el hombre (técnico inseminador o por el encargado
responsable de la inseminacion); El segundo por factores asociados a la vaca
(edad, raza, lactancias, etc.). los factores genéticos que afectan el temperamento
interactian de manera compleja para determinar cuanto miedo va manifestar el
animal cuando se le maneje. El ganado vacuno, entrenado y habituado, puede tener
niveles de cortisol normales y mantenerse en calma al ser inmovilizado; en tanto
que otros animales, criados extensivamente, pueden tener niveles elevados de
cortisol en la misma situacion; los bovinos son muy sensibles a la aversion que
provocan las distintas partes de los procedimientos de manejo (Buxadé et al, 1996).
El tercer grupo estad compuesto por factores ambientales (clima, manejo, etc.)
Intensa reaccion de estrés en animales muy agresivos y poco habituados a la
interaccion con el ser humano. Por ultimo, factor toro su calidad seminal; Alta
variabilidad en la calidad seminal, entre sementales y entre eyaculados, esta
comprobado que a una mayor frecuencia de coleccion disminuira el volumen del
eyaculado obtenido, también influido por factores climaticos, estrés y aptitud
genética) (McClure et al, 1994); Baja calidad seminal por el proceso de
congelacién y descongelacién, lo que provoca un dafio irreversible en

aproximadamente el 50% de los espermatozoides de cada dosis. El estrés



ocasionado por el congelamiento seminal produce una contraccion celular que
puede causar la pérdida irreversible de la membrana y la alteracion del
citoesqueleto y de los organelos. La célula puede verse afectada por las altas
concentraciones de solutos en las partes no congeladas del espacio extracelular
que dafan la membrana, por cambios en el pH y desnaturalizacion de proteinas
(Watson, 1995; Holt, 2000);

En resumen, la inseminacion artificial frente a la monta natural se utiliza
mayoritariamente en el sector vacuno de aptitud lechera, donde mas del 80% de los

apareamientos se realizan con esta técnica (Buxadé et al, 1996).

2.3 Evaluacion seminal
2.3.1 Concentracién espermatica

La concentracion media para el ganado bovino es entre 300-800 millones de
espermatozoides/ml, pero existe una alta variabilidad entre toros, e incluso entre
distintos eyaculados de un mismo animal (Hafez, 2000). En animales jovenes entre 1 a
2 afos se estima un volumen de 2 ml por eyaculado y entre 4 y 12 ml en animales adultos
(Vejarano, 2005).

Existen dos meétodos para evaluar la concentracion seminal el método directo e

indirecto;

Meétodo directo, el uso de camaras de recuento celular como la de Burker®, Neubauer®
0 Makler® (Woelders et al, 1990), se lleva a cabo mediante contaje en un microscopio
optico con el que se examina la muestra de semen previamente diluida, utilizando un
contador manual, el contaje se realiza contando todos los espermatozoides que se
encuentran dentro de todos los cuadrados de la camara o contando aquellos que estan en
los cuadrados externos y centrales, se cuentan ambos lados de la cdmara celular y

finalmente se calcula el promedio de ambos lados (Hafez, 2000)

Método indirecto, La espectrofotometria es la técnica mas empleada tanto en
condiciones de campo como en centros de inseminacion, por su rapidez, simplicidad y

coste, este método mide la luz monocromatica absorbida por las particulas en suspensién

5



o0 los espermatozoides, esta medicion de la densidad Optica de la muestra es comparada

frente a una curva estandar patrén previamente calibrada (Olegario et al, 2007).

2.3.2 Motilidad y cinética espermatica

Este parametro de motilidad es fundamental para el transporte espermatico y la
capacidad de penetracién del ovocito, sin embargo este no pronostica de forma precisa
la capacidad fecundante del espermatozoide, pero refleja una de las funciones

primordiales del espermatozoide, la actividad flagelar (Ormachea et al, 2019)

El estudio de la motilidad espermatica se puede realizar por dos métodos, el mas
utilizado es la valoracion subjetiva (Ormachea et al, 2019); que consiste en evaluar el
porcentaje de espermatozoides moviles, asi como, el tipo de movimiento que presentan,
es factible de realizar de forma inmediata y econémica. Es de gran valor cuando lo
realizan personas experimentadas, sin embargo, la exactitud y precisién estan limitadas
en funcion de las condiciones del sistema de medida y de la destreza del observador
(Graham et al., 1980);

» Motilidad masal: movimiento de superficie que refleja el vigor de las ondas
que produce la masa espermatica en movimiento;

» Motilidad individual: se observa el porcentaje de espermatozoides méviles
de una muestra y la calidad del movimiento en semen puro;

» Motilidad progresiva: es el porcentaje de espermatozoides con movimiento

de avance.

El otro método, se basa en el uso de equipos que utilizan sistemas informatizados de
digitalizacion de imagenes denominados CASA (Computer Assisted Motility Analysis)
(Davis y Siemers, 1995). Estos capturan el movimiento espermatico y lo analizan,

aportando un gran volumen de informacion (Ormachea et al, 2019).

Los sistemas CASA reflejan una serie de medidas derivadas del analisis del
desplazamiento de la cabeza del espermatozoide a través del tiempo. Los parametros
evaluados en las muestras seminales se caracterizan por una serie de parametros globales
(Amann et al, 2004);



Entre ellos encontramos el porcentaje de espermatozoides inmoviles, lentos, medios,
rapidos y progresivos. Ademads, otros pardmetros definen la cinética de cada
espermatozoide como la velocidad curvilinea (VCL), la velocidad media (VAP) y la
velocidad rectilinea (VSL), los indices de linealidad (LIN), rectitud (STR) y de
oscilacion (WOB), obtenidos de las variables anteriores, la amplitud media del
desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y la frecuencia de cruces sobre la trayectoria
media (BCF). Estos parametros cinéticos seran descritos en el apartado 3.4.3 (Material
y Métodos).

Para conocer qué metodo es méas objetivo, Januskauskas et al, (2001) analizaron la
motilidad post-descongelacion con la valoracion subjetiva y el analisis informatizado;
sin embargo, los resultados no difirieron significativamente. En ambos casos hubo

correlaciones positivas entre motilidad y fertilidad.

2.3.3 Morfologia

Este analisis de los espermatozoides es una prueba de control de calidad que refleja la
funcionalidad de los testiculos, epididimos y glandulas accesorias del semental. Las
anormalidades se producen por una espermatogénesis defectuosa, consecuencia de la
herencia, enfermedades, estrés por calor o frio, exposiciones a condiciones ambientales
adversas, reposo sexual prolongado (mayor de 60 dias) o por el uso de técnicas

inadecuadas en la manipulacion del semen (Barth et al, 2000).

Las anormalidades del esperma han sido tradicionalmente clasificadas en funcién de:
* La morfologia: cabeza, cola, pieza intermedia y presencia de gotas
citoplasmaticas. (acumulos de citoplasma no reabsorbido en el proceso de
maduracion del espermatozoide) (Barth et al, 2000).
 La importancia: defectos mayores y menores (Blom et al, 1983).

* El origen: primarias, originadas durante la espermiogénesis en el testiculo
y secundarias: originadas en el epididimo o post eyaculacion (Barth et al,
1989).

La valoracion de la morfologia del espermatozoide se basa en la relaciéon directa que

hay entre la proporcion de espermatozoides anormales en el eyaculado, el tipo de defecto
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morfoldgico y su relacion con la fertilidad in vivo de los sementales lo cual se ha

correlacionado significativamente (S0derquist et al, 1996).
Se pueden utilizar técnicas de valoracion subjetiva con diversas tinciones (Eosina-
Nigrosina, Papanicolau, Giemsa, Diff-Quik), por fijacion con glutaraldehido o

formaldehido de la muestra y la valoracion por microscopia de contraste de fases.

Indistintamente de su clasificacion, generalmente se acepta que no deben existir mas de

un 30% de anomalias morfologicas en los recuentos efectuados (Barth, 2000).

TABLA 1. Esquema de anomalias morfoldgicas de los espermatozoides adaptado

y actualizado de “XX Abnormal Morphology of Bovine Spermatozoa”. Fuente:

Barth y Oko (1989)

PRIMARIAS

Anormalidades de cabeza Anormalidades de cuello Anormalidades de la cola
Cabezas gigantes Unidn del cuello fuera del eje (descentrado)  Cola corta (defecto de la cola en munion)
Cabezas pequenas Cuello doble Colas abaxiales, accesorias o multiples
Cabezas periformes Cuello en espiral Pieza media doblada, hinchada, abaxial, incompleta
Cabezas conicas y estrechas Cuello deshilachado, granular o hinchado Aplasia segmentaria de la picza media y defectos de
Anormales desprendidas la vaina mitocondrial
Formas teratoides Gota citoplasmatica proximal
Defectos de acrosoma Defecto Dag
Vacuolas nucleares
Condensacion anormal del ADN

SECUNDARIAS
Anormalidades de cabeza Anormalidades de la cola Otras células
Cabezas normales desprendidas Pieza media distal doblada Células epiteliales

Acrosoma roto, deforme o desprend Pieza principal doblada
Pieza principal doblada por shock hipotdnico
Gota citoplasmatica proximal y distal

2.3.4 Viabilidad espermatica

Eritrocitos

Formaciones de medusa
Células precursoras de esperma
Células redondas

Globulos blancos

Esta refleja el grado de integridad de la membrana plasmatica y acrosomal de los
espermatozoides, existe una alta correlacién entre el numero de células viables en una
dosis de semen y su capacidad para fecundar a los ovocitos (Shannon y Vishwanath,
1995; Des Daas et al., 1992).

La criopreservacion del semen produce un estrés téermico que afecta la membrana del
espermatozoide (membrana plasmatica, membrana externa del acrosoma y membranas
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mitocondriales), produciendo modificaciones en la organizacion, fluidez, permeabilidad
y composicion lipidica, causando dafio irreversible, y afecta la motilidad y supervivencia

espermatica (Watson et al, 1995).

En la actualidad se utilizan técnicas mas precisas para valorar la viabilidad espermatica
que emplean un marcaje fluorescente del ADN, el estudio de determinadas enzimas
intracitoplasmaticas o la medicién del potencial de membrana. (Cross et al, 1986) el
fluorocromo especifico del ADN Hoechst 33258. Este fluorocromo penetra en aquellas
células espermaticas cuya membrana esta dafada, fijandose al ADN espermatico e

incrementando la fluorescencia de estos espermatozoides (Cross et al, 1986).

Respecto a la valoracion de la viabilidad espermatica, este ha sido uno de los parametros
seminales mas estudiados debido a que juega un papel clave en la fecundacion (Cabrera
et al, 2012), gracias a que solo los espermatozoides que son viables podran realizar la
reaccion acrosomal de manera sincronizada con la fase de penetracion del ovocito v,
como consecuencia, fusionarse con éste para formar un embrion (Januskauskas et al
,2001).

2.3.5 Fragmentacion del ADN espermatico

Se identificé por primera vez, en toros con baja fertilidad, en 1966, al comprobar
mediante la reaccion de Feulgen, que los espermatozoides presentaban el complejo
ADN-proteina anormal. La coloracion intensa de la cabeza del espermatozoide, se
asociaba a una alta densidad de ADN por una compactacion elevada de la cromatina y

por ende a una menor sensibilidad a la hidrdlisis y viceversa.

Posteriormente, Calvin y Bedford (1971) relataron el papel que jugaban los puentes
disulfuro en la compactacion de la cromatina de los espermatozoides y las diferencias
existentes con respecto a la linea somatica. Estos estudios fueron cobrando mas interés,
cuando se comenzo a asociar problemas de infertilidad inespecifica con alteraciones de

la estructura del nicleo del espermatozoide (Evenson et al., 2002).

Actualmente esta totalmente demostrado que la fragmentacion del ADN espermatico

presenta una alta correlacion con la infertilidad masculina. Diferentes autores proponen



que, si el IF de una muestra seminal supera el 30%, la fertilidad de ese eyaculado esta
muy comprometida (Evenson et al., 2002). También afecta a la fertilizacién del ovocito,
a la calidad del embrion, a su desarrollo hasta blastocisto, e incluso a la implantacion,
siendo una de las causas principales de pérdidas embrionarias tempranas por desarrollo

anormal embrionario.

Sin embargo, existen mecanismos de reparacion de la célula espermatica con ADN
fragmentado de manera que puede ser reparado, reparado de forma aberrante o no ser
reparado. En todos los casos, puede tener capacidad para fertilizar el ovocito. (Yoshii et
al., 2005).

Los mecanismos de reparacion pueden activarse durante la espermiogénesis, una vez
que el ovocito ha sido fertilizado, en el cigoto, durante el desarrollo embrionario y antes
o después de la implantacion del embrion. Pero Gnicamente pueden reparar una cantidad

limitada de dafio en el ADN espermatico.

Si durante la espermiogénesis, las roturas en el ADN celular persisten, pueden conducir
a la inestabilidad genémica y las células podrian sufrir apoptosis para prevenir la
acumulacion potencial de mutaciones tumorigénicas. Si la respuesta al dafio falla,
apareceran de nuevo esas mutaciones condicionando la estabilidad de los cromosomas
en las siguientes divisiones celulares, pudiendo ser trasmitidas en el momento de la
fecundacion y provocar una pérdida de funcionalidad celular, incompatible con la

formacién de un embrion normal y el desarrollo fetal (Evenson et al., 2002).

En respuesta al dafio en el ADN, la integridad del genoma es controlada por una red
celular muy sofisticada, donde tres complejos de proteinas distintos, actian como
sensores, transductores y efectores de esta respuesta. Los componentes de estos tres
complejos, actlan reciprocamente entre si y consiguen resultados diferentes
dependiendo de la severidad del dafio y del tipo de célula. De no ser reparadas, las
roturas persistiran y una vez que el espermatozoide alcanza la madurez, la reparacion

del dafio en el ADN ya no sera posible (Evenson et al., 2002).
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Si el dafio en el ADN no se repara, o si sucede en el espermatozoide por factores
extrinsecos, el dafio puede ser reparado durante la fertilizacién, dependiendo del nivel

de fragmentacion de ADN que presente, pueden darse tres situaciones:

1. EIl ovocito es capaz de reparar las roturas de la molécula de ADN del
espermatozoide antes de iniciar la primera division celular. Se cree que la
reparacion de ADN en el embrién recién fertilizado, es debido al ARNm
materno y a las proteinas depositadas y almacenadas en el ovocito antes de
la ovulacion. Los genes de reparacion del ADN, se expresan en las primeras
etapas del desarrollo. Durante la formacion del cigoto también existen
mecanismos de reparacion, pero vinculados a la transicion de la expresion
génica reparadora de la madre, antes de la formacién del genoma

embrionario (Derijck et al., 2008).

2. La maquinaria de reparacién del ovocito no es suficiente para reparar el
dafio, o si la expresion génica del cigoto no comienza en el tiempo
correcto, el embrion puede fallar en su desarrollo, en la implantacion o

puede ser abortado naturalmente en una etapa posterior (Acton 2004).

3. El ovocito realiza una reparacién parcial. Esto da lugar a errores en la
secuencia de ADN que pueden dar lugar a un descendiente anormal. Se ha
postulado, la posible presencia de dafio en el ADN en embriones generados
in vivo e in vitro, para explicar el fracaso en su desarrollo después de la
implantacion de embriones con cariotipos normales. Otros estudios,
sugieren que durante la preimplantacion también hay pérdida de
embriones, entre la activacién del genoma postembrionario y la etapa de
blastocisto (Nunez et al., 2012). Otros proponen que, este tipo de dafio
puede ser expresado durante y/o despuées de la implantacion y ha sido
caracterizado como el efecto paterno tardio (Spano et al., 2000). Esto se
corrobora con los fracasos en la obtencion de blastocistos al utilizar
muestras espermaticas con altos niveles de dafio en el ADN (Shimada et al.,

2000). Pero la situacion més grave puede suceder durante la embriogénesis, por

los errores derivados del dafio en el ADN, durante la replicacion, la transcripcion
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y la traduccién del ADN, contribuyendo al desarrollo de futuras enfermedades
que afectardn no solo al futuro individuo sino a las generaciones siguientes
(Aitken et al., 2009).

En el mundo animal, también se correlacionan las alteraciones de la cromatina con la
infertilidad en la especie bovina (Ballachey et al., 1987; Karabinus et al., 1990), caprina
y porcina. Valores por debajo de un 15-20% de fragmentacién del ADN espermatico,
no experimentarian retrocesos apreciables en la fertilidad en bovino y porcino. En semen
fresco de verraco (Ardon et al., 2008) concluyeron que la probabilidad de que el
espermatozoide con cromatina inestable alcance el huevo y lo fertilice, es baja y para
los equinos, la integridad de la cromatina junto con las anomalias del esperma serian los
parametros mas Utiles a la hora de predecir la capacidad fecundante. Por otra parte,
experimentos realizados por fecundacion in vitro (FIV) utilizando espermatozoides de
toro con daflo severo en su ADN provocado por radiaciones gamma (10 Gy)
demostraron que el espermatozoide permanecia intacto funcionalmente a nivel de
membrana, de organelas y de motilidad (Fatehi et al., 2005), presentaban normalidad en
la union a la zona pelucida del ovocito durante la fecundacion y las tasas de ovocitos
fertilizados, permanecieron normales. Sin embargo, los embriones obtenidos murieron
por apoptosis durante la etapa de 4 a 8 células, debido a una expresion defectuosa del

genoma.

Estructura de la cromatina espermatica

La cromatina es una estructura sumamente organizada y compacta, compuesta de ADN
y nucleoproteinas heterogéneas (Orfaly et al, 2009). Organizacion que permite, la
replicacion del ADN de forma adecuada, para que la informacién genética sea
transmitida de manera estable a la proxima generacion (Enciso et al, 2011).

En las células sométicas de los mamiferos, el ADN rodea los octdmeros de histonas,
organizando los nucleosomas que a su vez forman solenoides, lo cual conduce al
superenrollamiento del ADN; sin embargo, el espermatozoide, tiene una estructura
nucleoproteinica muy especifica (Fernandez et al 2007) formada por ADN y proteinas
basicas, distintas a las histonas, denominadas protaminas, necesarias para mantener la
capacidad de fertilizacion (Fuentes et al. 2000). Las protaminas estan involucradas en el
empaquetamiento final del ADN espermatico y en la condensacion apropiada, lo que

12



probablemente estabiliza el ADN y lo hace menos vulnerable frente a cualquier tipo de
dafio (Brewer et al., 1999). Algunas especies de mamiferos presentan solo un tipo de
protamina mientras que en otras existen dos tipos: Protamina 1 (PRM1 o P1) y
Protamina 2 (PRM2 o P2), se ha descrito la familia de la protamina 1 (P1) en todos los
mamiferos (McKay et al., 1985) y la familia P2 (formada por un compendio de otras
protaminas) presente en los primates y roedores (Biegeleisen,). El esperma de caballo,
lagomorfos y proboscidios, contiene la protamina P2 procesada (Balhorn, 2007; McKay
et al., 1985). Y en el toro y el verraco esta presente el gen para la protamina P2, que
parece disfuncional o produce una proteina aberrante (Balhorn, 2007). Variaciones en
la expresion de las protaminas han sido asociadas con la infertilidad masculina.

Normalmente las familias de protaminas P1 y P2 aparecen en una proporcion P1/P2 que
varia dentro de los mamiferos euterianos (Corzett et al., 2002). Se expresan en una
proporcién 1:1 en esperma humano, y en ratones la cantidad de P2 duplica la de P1 (2:1)
(Corzett et al., 2002) proporcionando un embalaje adecuado del ADN espermatico. La
desestabilizacion de la proporcion P1/P2 esta altamente correlacionada con el
incremento de la fragmentacion del ADN espermatico, generando fallos en la
fertilizacion, mala calidad embrionaria y tasas bajas de embarazo (Aoki et al., 2005)
Durante la espermatogénesis los espermatozoides sufren un proceso de maduracion en
el epididimo y se produce el cambio de espermatogonias diploides a espermatozoides
maduros haploides (Saacke et al., 1994). Este proceso de maduracién con lleva el
empaquetamiento de la cromatina nuclear y la adquisicion de la motilidad espermatica.
El nucleo de la espermatida va a sufrir alteraciones complejas, de tipo bioquimico y
fisioldgico, asi como cambios drasticos en su morfologia, tamafio y condensacién
(Kierszenbaum et al, 2001).

La estabilizacion del nucleo espermatico sucede durante las dos ultimas fases de
transicion de la espermatida, proceso en el que las actividades de transcripcion y
reparacién estan inactivadas (Kierszenbaum, 2001; Foresta et al., 1989). Entre los
cambios en el complejo ADN-proteina destacan la eliminacién de la organizacion
nucleosomal de la cromatina y la adquisicion de una conformacion toroidal fuertemente
empaquetada que puede contener hasta 60 Kb de ADN, unas seis veces mas compactado
que en el cromosoma mitdtico (Fuentes et al., 2000). Las histonas sufren una

hiperacetilacion, siendo sustituidas por unas variantes especificas de las histonas y
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reemplazadas por las proteinas nucleares de transicion. Posteriormente, las protaminas
1 y 2, sustituiran a las proteinas de transicién, interaccionando con el ADN vy
compactandolo de nuevo por puentes disulfuro covalentes intra e intermoleculares que
estabilizaran rigidamente la estructura impidiendo la expresion génica (Bellve et al,
1975).

Durante el cambio en el complejo ADN-proteina, aparecen roturas enddgenas y
transitorias de cadena simple o cadena doble cuya funcion, es la eliminacién del
superenrollamiento (Evenson et al., 2002). Una vez que la protaminacion se completa,
estas “roturas bioldgicamente correctas” seran reparadas por tres complejos de proteinas

altamente especializadas (Jackson et al, 2011).

Una vez que se produce la penetracion del espermatozoide en el ovocito, éste debe
remodelar la cromatina condensada del espermatozoide en su forma activa y accesible.
De nuevo, este cambio, implica un proceso estricto secuencial de descondensacion, que
es iniciado por la pérdida de las protaminas nucleares y el reemplazo por las histonas.
(Shimada et al., 2000). Finaliza una vez que las histonas vuelvan a provocar el
superenrollamiento del ADN (Evenson et al., 2002).

En resumen, la capacidad funcional del espermatozoide incluye una correcta
condensacién cromatinica durante la espermiogénesis, la estabilizacién de la cromatina
durante la maduracion espermatica epididimaria y después de la penetracion dentro del

ovocito, la descondensacion correcta tras la fecundacion (Hingst y Blottner, 1995).

Causas de la fragmentacion del ADN
Durante el transporte de los espermatozoides a través del epididimo se pueden producir

roturas endogenas de la molécula de ADN en los espermatozoides, por:

* Errores durante la recombinacion celular: Una vez que se producen las
roturas programadas genéticamente en la molécula de ADN, a veces, se
originan enlaces cruzados no programados de ADN-ADN y ADN-proteina en
la cromatina compactada de los espermatozoides maduros, provocando un
superestabilizacion que impide la descondensacién de la cromatina (Bennetts
et al., 2008);
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* Maduracion espermatica anormal: Durante la eliminacion del
superenrollamiento de la fibra de ADN, las roturas “biologicamente
correctas”, no son reparadas y aparecen en el eyaculado espermatozoide con

fragmentacion en su ADN (Evenson et al., 2002);

* Protaminacion deficiente: las deficiencias en la expresion de protaminas
durante la espermiogénesis, se han asociado con niveles elevados de
fragmentacion del ADN espermatico e infertilidad humana. Se ha descrito que
las proporciones P1/P2 distintos a 1, proporciones anormalmente elevadas o
reducidas de P1/P2 o alteraciones en la expresién de P1 o incluso la ausencia
completa de P2, pueden dar lugar a dafios en el ADN espermatico en humanos
(Balhorn, 2007; Aoki et al., 2005).

Técnicas para evaluar el dafio en el ADN
El estudio de la fragmentacion del ADN espermatico se puede realizar
mediante el empleo de diferentes técnicas que permiten detectar la presencia

de lesiones en el ADN.

Inicialmente, se utilizaron pruebas con colorantes fluorescentes que
actualmente son poco utilizadas, o bien en algunos casos, controvertidas y son
las siguientes:

* Naranja de Acridina (AQO), es un fluorocromo que distingue entre

roturas simples y dobles de los acidos nucleicos.

* Azul de Toluidina (AT), sefiala la persistencia de las histonas.

* Cromomicina A3 (CMA), sefiala la deficiencia de protaminas.

Actualmente las técnicas mas innovadoras se basan en dos estrategias diferentes para

estudiar la fragmentacion del ADN espermatico:

La primera estrategia incluye las metodologias que implican el marcaje de roturas de
cadena sencilla y de cadena doble de la molécula de ADN in situ, que se registran de
forma natural o fortuita. Se utilizan procesos enzimaticos para la incorporacion in situ

de nucledtidos modificados sobre los espermatozoides fijados en un portaobjetos

(Cortés et al., 2007). En este grupo se incluyen:
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* TUNEL o Terminal dUTP Nick-End Labeling, por marcado del
extremo libre utilizando una transferasa terminal (Waterhouse et al.,
2006).
* In Situ Nick Translation (ISNT), por marcado del extremo
terminal 3- OH utilizando un ADN polimerasa (Gorczyca et al.,
1993).
La segunda estrategia incluye aquellas técnicas que miden la capacidad de la cromatina
y en particular del ADN, para desnaturalizarse frente a determinados tratamientos

(Cortés-Gutiérrez et al., 2007). En este grupo se incluyen:

* Test de dispersion de la cromatina espermatica (SCD: Sperm Chromatin
Dispersion) (Fernandez et al., 2003, 2007).

* Ensayo de Cometas.

* Ensayo de estructura de la cromatina (SCSA: Sperm Chromatin Structure
Assay) (Evenson et al., 1980).

* Test de deteccion de la rotura del ADN mediante hibridacion fluorescente
in situ. (DBD-FISH: DNA Breakage Detection-Fluorescence in situ
Hybridization).

Metodologia para la deteccion del dafio en el ADN espermético

El Test de Dispersion de la Cromatina Espermaética (SCD) (Fernandez et al., 2007) esta
basado en la respuesta diferencial de la fragmentacion o no, del ndcleo del
espermatozoide a un tratamiento de desproteinizacion mediante una solucién de lisis
especifica. Una vez extraidas las proteinas, los espermatozoides con el ADN

fragmentado muestran grandes halos alrededor del ndcleo del espermatozoide.

Se ha ensayado con éxito para la determinacion de la fragmentacion del ADN en humana
(Fernandez et al., 2003) y en otras especies como: verraco, toro, carnero, etc. La técnica,
es versatil, esta comercializada en kit y los resultados pueden ser interpretados mediante
microscopia de fluorescencia o de campo claro, valorando el tamafio de los halos de
dispersion de la cromatina. Sélo requiere que los espermatozoides se incluyan en
microgeles de agarosa y sean sometidos a una solucion de lisis apropiada (Fernandez et
al., 2005).
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La principal ventaja de esta técnica es la simpleza en su ejecucion, y no requiere un

equipo complejo, ni personal especializado en la interpretacion de los resultados.

La comparacion de los resultados obtenidos del test SCD, muestran una correlacion
positiva con otras metodologias, tales como el SCSA o el TUNEL (Fernandez et al.,
2005).

Fernandez et al. (2017) en su investigacion utilizando la técnica de dispersion de la
cromatina (SCD) identifica 5 tipos de espermatozoides segun su clasificacion: a) con
halos grandes cuando el ancho del halo es mayor o similar al didmetro del ndcleo
evaluado b) con halos medianos, cuando el tamafio del halo se encuentra entre el halo
grande y el tamafio muy pequefio, ¢) con halo muy pequefio, cuando el ancho del halo
es igual o menor a una tercera parte del diametro minimo del ndcleo, d)sin halo o
degradado y e) similar al anterior pero con una tincion méas débil o irregular, esta
clasificacion permite identificar y clasificar los espermatozoides fragmentado de manera
que se pueda identificar visualmente mediante una observacion subjetiva de acuerdo al

evaluador.

En la investigacion de Ming-Huei Lin (2008), observo que la incidencia de abortos
estaba relacionado directamente a la estabilidad del ADN cuando esta superaba el 15%
en un grupo de FIV, pero no cuando utilizaban la técnica de ICSI. Al parecer las tasas
de aborto mediante esta técnica de ICSI no parecian estar relacionadas con la
fragmentacion espermatica, por lo que en su investigacion concluye, que ICSI
aparentemente compensaba las anomalias funcionales espermaticas asociadas al dafio
en el ADN, esto fue posible a que el esperma morfolégicamente maduro fue
seleccionado para inyectar mediante esta técnica directamente al ovocito. Se observo en
esta investigacion un indice de fragmentacion en las muestras de (>27%) lo que se asocié con

un mayor indice de abortos espontaneos, aunque no se encontraron significacion estadistica.

Saleh y Agarwal (2012) determinaron que la integridad del ADN podria ser un marcador mas
objetivo que la viabilidad espermatica, e incluso que los andlisis convencionales
utilizados de rutina, en cualquier laboratorio de procesamiento seminal, debido a que los
espermatozoides de los individuos estériles presentan mas dafio en el ADN que los

espermatozoides de individuos fértiles, por lo que cuanto mas espermatozoides presente
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dafio en el ADN menor sera la probabilidad de llegar a un embarazo natural y de que

este llegue a término de manera exitosa.

Enciso et al. (2011) evaluaron la fragmentacion del ADN en espermatozoides de toro,
utilizando una variante especifica del test SCD Sperm-BosHalomax (ChromaCell SL,
Madrid, Espafa) trabajaron con 17 muestras de semen descongelado de toros Holstein
Friesian sanos y sexualmente maduros de un centro de inseminacion artificial de Buenos
Aires (Argentina). Identificaron que los espermatozoides bovinos originan dos tipos de
nucleos espermaticos. Algunos espermatozoides liberan los bucles de ADN formando
grandes halos de cromatina dispersa, mientras que otros, se producen halos de dispersién
de la cromatina muy pequefios, Obtuvieron un indice de fragmentacion medio calculado
mediante el test SCD (11,35% + 2,81%) (media % error estandar);

Parametros adicionales fueron evaluados la concentracion, la motilidad, la morfologia,
la integridad de la membrana plasmatica, la viabilidad y la integridad acrosomica. Al
comparar los indices de fragmentacién con los resultados del espermiograma, se
encontrd que no existian correlacion significativa entre la fragmentacién espermética y
ninguno de los parametros seminales evaluados. Se hall6 que la viabilidad se
correlacion6 de manera significativa (Rho de Spearman, p<0.05) con la integridad
acrosomica, la integridad de la membrana plasmatica y la motilidad progresiva. La
integridad de membrana se correlacion6 de manera significativa (Rho de Spearman,
p<0.05) con la integridad acrosdmica y la motilidad progresiva. El principal objetivo de

los protocolos de criopreservacion es obtener mejores resultados en  relacion

2.4 Criopreservacion de espermatozoides.
2.4.1Criopreservacion seminal

El principal objetivo de los protocolos de criopreservacion es obtener mejores resultados
en relacion con la supervivencia espermatica y la fertilidad seminal al
descongelamiento, esto permite el mantenimiento de la viabilidad y funcionalidad
celular a bajas temperaturas, por lo que es posible ralentizar el proceso que sufre el
espermatozoide desde la eyaculacion hasta la fecundacién y conservarlo potencialmente
fértil en el tiempo, durante este proceso los espermatozoides se ven sometidos a diversos
tipos de estrés, lo que puede inducir en la célula espermatica, dafios en su integridad que

comprometan su integridad (Choez, 2010)
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2.4.2 Técnicas de criopreservacion seminal

Existen dos técnicas de criopreservacion: congelamiento estandar o congelamiento lento y
la vitrificacion. Aunque estos métodos son muy diferentes ambos pueden producir resultados
exitosos en la criopreservacion de las células. El éxito dependera de la eleccion del método
y dilutores adecuados. (Mellisho et al. 2006).

La congelacién por enfriamiento lento involucra el uso de soluciones con baja concentracion
de crioprotectores y bajas tasas de enfriamiento. Las células se deshidratan durante el
proceso de enfriamiento. El dafio celular durante este proceso puede ocurrir debido al shock
osmotico, formacion de cristales de hielo o toxicidad de los crioprotectores (Mellisho et al.
2006).

La formacion de cristales de hielo en la célula, incrementaran la presion osmotica en el medio
externo, con lo que se producira el intercambio de agua, la variacién de la concentracion de
sales intra y extracelular conforme se enfrie el agua, y el descenso de la temperatura
propiciara el desequilibrio proteinico. Asi, los indices de congelacion demasiado rapidos
causan dafio estructural por la formacion de hielo intracelular. Los dafios en la mayoria de
las células ocurren principalmente, durante el proceso de congelamiento/descongelamiento.
(Crabo. 2001).

2.4.3 Dafo espermatico

Shock térmico

Los espermatozoides sufren una pérdida de viabilidad debido al shock térmico, evento que
ocurre cuando el descenso de temperatura durante el congelamiento seminal, este produce
cambios en la funcion y estructura de la célula, lo que ocasiona perdida de motilidad
espermatica (White et al. 1993). La disminucion de la produccidn energética y el aumento
de la permeabilidad de la membrana son también otras lesiones causadas por el shock
térmico (Watson, 1981).

Segun White (1993) el espermatozoide se hace susceptible al choque térmico durante su
maduracion en la regién proximal del cuerpo del epididimo, cuando la gota citoplasmatica
se mueve en direccion a la porcion distal de la pieza intermedia; por tanto, durante el proceso
de maduracion el espermatozoide adquiere la motilidad, pero también la susceptibilidad al

shock térmico. La susceptibilidad al shock térmico es variable con respecto a las especies,

19



los espermatozoides de toro, carnero y de cerdo estan considerados entre los mas sensibles,
pues presentan marcadas alteraciones en el movimiento de iones, con acumulacion de Ca2+

y pérdidas de K+ y Mg2+ al ser expuestos al choque térmico.

Lesiones de la cromatina espermética

El estado fisico de la cromatina espermatica es critico a la hora de proporcionar un buen
empaquetamiento, proteccion del ADN espermatico y capacidad de descondensacion
tras la fecundacion. Se ha demostrado que altos niveles de dafio en la cromatina afecta
al éxito reproductivo, en condiciones naturales y con técnicas de reproduccion asistida
(Larson et al., 2000). La inestabilidad cromatinica podria retrasar la formacion nuclear
paternal, la calidad embrionaria, la proporcion de blastocistos, la implantacion y el éxito
en el fecundacion o prefiez (Evenson et al., 2002). En animales, cuando se ha inducido
dafio en el ADN de la linea germinal paterna, se ha encontrado una fuerte asociacion
entre este daflo y el desarrollo embrionario incluyendo efectos sobre las nuevas
generaciones nacidas y subsecuentes (Fernandez-Gonzalez et al., 2008). Se ha
demostrado que determinados factores extrinsecos también dafian a la molécula de
ADN, tales como, la abstinencia sexual durante un periodo de tiempo largo, la edad
(Mandal et al., 2010), los componentes del diluyente seminal y las condiciones de

almacenamiento (Waterhouse et al., 2010).

Determinadas situaciones clinicas, también pueden dafar el ndcleo espermatico, como
el criptorquidismo, la orquitis, el varicocele, el cancer, la fiebre elevada infecciones
genitales por Chlamydia trachomatis y Mycoplasma spp. Infecciones de tipo virico,
leucocitospernia, enfermedades inflamatorias del tracto genital, hipertermia testicular
presencia de bacterias en el eyaculado, como Micoplasma spp y elevados niveles de zinc
en la dieta (Enciso et al. 2006). También se ha demostrado que provocan inestabilidad
cromatinica, algunos quimioterapicos del tipo ciclofosfamidas, la exposicién a
organofosforados, las radiaciones ionizantes, los rayos gamma, los rayos X el uso de
ciertos farmacos y drogas, la contaminacion, el tabaquismo y algunos toxicos quimicos

como la triethlenemelamina y el methyl methanesulfonato (Meseguer et al., 2008).

Tal como han propuesto diversos autores, probablemente existen muchos mas
mecanismos, actualmente desconocidos, por los que se puede fragmentar el ADN
(Evenson et al., 2002).
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Estrés oxidativo

Estudios recientes confirman la asociacion entre el estrés oxidativo y la infertilidad. Las
especies reactivas de oxigeno (ROS) ejercen un papel importante en la fisiologia de los
espermatozoides y, por lo tanto, son imprescindibles para su correcta funcionalidad.
Fisiologicamente hablando, los ROS controlan la maduracion, capacitacion e
hiperactivacion del esperma, ademés de intervenir en la reaccion acrosémica y fusion
del espermatozoide al dvulo. Pero si el equilibrio entre ROS y antioxidantes se rompe,
afectara tanto a las caracteristicas que regula ya comentadas anteriormente, como a la

concentracion, morfologia y motilidad, induciendo LPO, dafio al DNA y apoptosis.

Se ha determinado que el estrés oxidativo es una de las mayores causas de infertilidad
masculina, estando presente en niveles aumentados en el plasma seminal en un 30 % a

40 % de estos pacientes. (Saleh y Agarwal 2002).

Los espermatozoides de los mamiferos producen radicales libres de oxigeno, necesarios
para modular la proliferacion, diferenciacion y funcion celular normal, como la
capacitacion y la reaccion acrosomica, pero el aumento de la concentracion del
metabolito puede modificar las funciones celulares y/o poner en peligro la supervivencia
celular. Los dafios derivan de la deplecién del ATP, lo que conduce a, una fosforilacién
insuficiente del axonema del espermatozoide, a la peroxidacion lipidica, pérdida de
motilidad, pérdida de viabilidad y dafios en la molécula de ADN (Saleh y Agarwal
2002).

Morte, (2008) evidencio una correlacion positiva entre los niveles de oxidacion de
lipidos y proteinas en los espermatozoides y en el plasma seminal, con la presencia de
defectos severos en la funcién de los espermatozoides de equinos subfértiles, indicando
que la oxidacion de lipidos y proteinas podria ser util para la identificacion de machos
con problemas de fertilidad. Se produce principalmente por la presencia de
espermatozoides inmaduros, de células epiteliales del epididimo, por la presencia de
leucocitos y por fallos en la capacidad antioxidante, perjudicando la integridad del ADN

y su capacidad de fertilizacion.

Watson, (1995). En su investigacion corroboro la existencia de una correlacion positiva

entre altos porcentajes de gotas citoplasmaticas en el eyaculado y la desnaturalizacion
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del ADN de los espermatozoides. Yoshii et al. (2005). Para contrarrestar la produccion
excesiva de ROS, realizo ensayos de suplementacion oral con antioxidantes en el

hombre, lo que genero descensos en el indice de fragmentacion del ADN espermatico.

Apoptosis

El proceso apoptético dafia el ADN, en el nucleo se cortan pequefios pedazos de ADN
y algunos organelos de la célula, tales como el reticulo endopldsmico, estos se
descomponen en fragmentos que son pequefios pedazos, cada uno envuelto
cuidadosamente en un paquete de membrana lo que contribuye a desencadenar una mala
calidad espermética. Durante el proceso de formacidn de las espermatidas en las paredes
de los tubulos seminiferos del testiculo se produce la apoptosis continuamente (Hingst
y Blottner 1995). Las células de Sertoli, presentes también en las paredes de dichos
tubulos, fagocitan y limpian los residuos celulares. Sin embargo, las células que se
escapan del proceso de apoptosis, y tienen su ADN fragmentado, pueden conservar la
capacidad de diferenciarse en un espermatozoide maduro funcional, que puede alcanzar
el ovocito y conseguir la fertilizacion (Sakkas et al.,, 2004). Ademas, estos
espermatozoides generan una serie de metabolitos en el liquido seminal, que podrian
acelerar el proceso de degradacion del ADN de otros espermatozoides tras la
eyaculacion. Esta situacion es especialmente critica durante el proceso de
criopreservacion del semen. Se inducen desérdenes de membrana y muerte celular que
generan un acumulo no deseable de metabolitos altamente reactivos, como enzimas
celulares, enzimas procedentes del acrosoma, nucleasas y enzimas de remodelacion de
la cromatina, que pueden ser activas sobre los ndcleos espermaticos normales. Sin
embargo, en un estudio realizado sobre células espermaticas de bovino, la
criopreservacion provoco cambios importantes en todos los marcadores apoptoticos de

la célula excepto en aquellos concernientes al ndcleo (Hingst y Blottner 1995).

22



I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion

El presente estudio se realizo en las instalaciones del Banco Nacional de Semen de la
Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM), ubicado en el distrito de la Molina,
Lima, durante los meses de enero, febrero y marzo del 2019. Durante los tres meses el
clima presento6 temperaturas minimas mensuales durante los 3 meses promedio de 21 °C

y méximas de 26 °C una humedad relativa promedio del 51 por ciento (Senamhi. 2019).
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3.2 Animales

Se trabaj6 con cinco toros de la raza Brown Swiss, que comprendian edades entre 2 a 6
afos, estos se encontraban sujetos a un régimen de colecciones de una vez por semana,
estos fueron: Zech Thuunder Atwood “SAN MARTIN”, registro genealdgico 14206, de tres
afios de edad; Sequion Thunder CD “ANIBAL” registro genealdgico 13998, de cinco afios
de edad; Bali Wonderment Collection “ELIPSE” registro genealdgico 13361, de seis afios
de edad; Zech Cadence Atwood “RANGER” registro genealdgico 14330, de dos afios de
edad; Molinero Cadence Dyanasty “BOLT” registro genealdgico 14122, de cuatro afios de
edad.

Todos los toros cumplieron con el estatus zoosanitario de acuerdo a las normas de
bioseguridad sanitaria del Banco Nacional de Semen UNALM, mostrando resultados
negativos para la prueba de Brucelosis bovina, Tuberculosis bovina, Leucosis Bovina,
Lengua Azul y Rinotraqueitis infecciosa bovina; certificado en el Laboratorio de
Microbiologia y Parasitologia de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM)
y corroborado por el SENASA

Figura 2: Toros raza Brown Swiss en brete de coleccién previo a la colecta.
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3.3 Coleccién de semen

La coleccion se realizé una vez por semana, utilizando otro toro como chantador el cual

fue fijado en un brete de coleccidn, bajo sombra y con piso antideslizante.

Se utiliz6 una vagina artificial (modelo IMV-francesa), esta se preparé ubicando la
camisa de latex dentro del cilindro para luego fijar el cono colector con bandas elésticas,
luego se llend con agua caliente a 37 °C., al final del cono colector se coloco el tubo

colector graduado de 15ml.

El personal encargado de la coleccidn se situd al lado derecho del semental, con la mano
derecha sostuvo la vagina artificial, en el momento en que el macho inicio el salto, el
operador con la mano izquierda desvio6 la direccién del pene (tocando solamente el
prepucio) introduciéndolo dentro de la vagina artificial, se identifico el tubo colector
con el nombre del toro, se cubrié externamente y se traslad6 al laboratorio para su

analisis y procesamiento.

Se efectuaron un total de 76 colecciones de semen, se obtuvieron 18 eyaculados del toro
Anibal, 18 del toro Ranger, 16 del toro San Martin, 14 del toro Bolt y 10 del toro Elipse.

3.4 Dilucién seminal

Se utilizé el Dilutor Andromed® (Minitub Germany) se preparé en bafio mariaauna T°
32.5°C se vertio 100ml de dilutor concentrado puro en 400 ml de agua bidestilada se

homogenizé y se dej6 incubando por 10 minutos, previo a su utilizacion.

Obtenido el eyaculado, se realiz6 la predilucion (1/1) agregando el dilutor en la misma
proporcion del semen en el tubo graduado y se coloco en el bafio Maria a 32.5°C. Se
determind el nimero de pajillas a obtener en funcién a la concentracion por el volumen
espermatica del eyaculado por la constante 0.8 que indicaria una tasa esperada del 80%
de motilidad y por 0.8 que indicaria una tasa de viabilidad del 80% esto dividido por el

numero de espermatozoides por dosis.

Para el calculo del dilutor total se multiplico el valor obtenido para pajillas esperadas

por 0.5 que vendria a ser la cantidad de centimetros cubicos de capacidad de la pajilla
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menos el volumen inicial, por dltimo, se obtiene el dilutor restante, restando el diultor

total menos el volumen inicial.

El dilutor restante se agregd en un solo paso, previamente atemperado en bafio Maria a
una temperatura de 32.5°C. para evitar el choque térmico de los espermatozoides,
posterior a esto se vertio el semen prediluido lentamente por las paredes del matraz, y
se homogenizo suavemente, Se esperd un tiempo aproximado de 10 minutos a fin de
que la solucion se estabilice, posterior a esto se examind en el microscopio para
comprobar la motilidad, viabilidad y la fragmentacion ADN espermatica previo a la

criopreservacion.

Se realiz6 la identificacion de las pajillas, codificadas con el nimero del macho y fecha
de coleccion. Se utilizo peines especiales para descargar una pequefia porcion del semen
diluido y poder colocar el tapon sellador. Luego del envasado se sell6 el extremo abierto
de las pajillas con polvo de alcohol polivinilico. se realizé el descenso de la temperatura
colocando las pajillas en cubetas con agua a temperatura del laboratorio, y luego se
colocaron en refrigeracion, descendiendo la temperatura de 32.5 °C Bafio maria
(MEMMERT 25It) luego a 20°C medio ambiente del laboratorio y finalmente a 5°C en

refrigeracion para su estabilizacion y posterior congelacion.

Figura 3:Dilucion seminal en bafio maria con dilutor Andromed.

26



3.5 Evaluacion de los parametros seminales.

3.5.1 Volumen seminal

El volumen de semen se determind mediante observacion directa en el tubo

graduado (marca Pyrex), no se tomo en consideracion las burbujas de aire.

15
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Figura 4:Tubo graduado, para evaluacion volumen

3.5.2 Concentracién espermatica

El analisis de la concentracion se utilizd el Fotdbmetro SD1M bovino (marca

Leaflet, minitube). Se tomd una alicuota de 10ul de semen fresco y se coloco en

una microcubeta la cual fue fijada en la posicién correcta para su medicion y
lectura.

Figura 5:Evaluacion concentracion espermatica fotometro SD1M bovino maca
Leaflet minitube.
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3.5.3 Motilidad espermatica

La evaluacion de la motilidad espermatica se realizé con el Sistema Computarizado de

Anélisis Seminal (CASA) software (Minitube AndroVision) versién 1.7.

El sistema esta compuesto de un microscopio de fluorescencia (Axio Scope.A2 - Carl
Zeiss Microscope Fluoresence) conectado a una camara de video digital (Basler A302
fs), esta envia la imagen desde el microscopio a un monitor LED en tiempo real a través
del objetivo de contraste de fases 20x, en donde un analizador digital de imagen captura
varios fotogramas seguidos de cada campo. El software discrimina a los
espermatozoides de otras particulas que puedan aparecer en la imagen por su tamafio, y
analiza la trayectoria recorrida por cada espermatozoide individual, la velocidad de las

células, el movimiento rectilineo, circular o lateral.

Los parametros evaluados fueron los siguientes tomando en consideracion el analisis de
tres campos para obtener un promedio de estos en los siguientes valores por eyaculado
segun Ntemka et al. (2016) los parametros evaluados en el Sistema CASA se definen de

la siguiente manera

El sistema permite evaluar la velocidad de los espermatozoides., definidos por
Amann et al. (2004);

- VAP, um/s: se obtiene por extrapolacion de los puntos que determinan la
VCL. Nos muestra la distancia recorrida por el espermatozoide a lo largo
de su trayectoria media en funcion del tiempo.

- VSL, um/s: se obtiene a partir de la union entre el primer y el Gltimo punto
durante el tiempo de adquisicion de la imagen. Indica la distancia recorrida
por el espermatozoide entre estos dos puntos de su trayectoria en funcion
el tiempo.

- VCL, um/s: se obtiene a partir de la union de los puntos donde se localiza
el centroide de la cabeza del espermatozoide en cada frame durante el
tiempo de adquisicion de la imagen. Nos aporta informacion sobre la
distancia recorrida por el espermatozoide a lo largo de su trayectoria real

en funcion del tiempo
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Con estos valores de velocidad el sistema clasifica la motilidad espermatica

en las siguientes categorias:

Motilidad Progresiva (MP) de los espermatozoides porcentaje de
espermatozoides que presentan movimiento con un indice de rectitud
(STR) > 75% dentro de la muestra.

Motilidad Répida (MR) de los espermatozoides analizados
(espermatozoides maviles por mililitro velocidad (VCL) superior al
>80 um/sg)

Motilidad Lenta (ML) de los espermatozoides analizados
espermatozoides velocidad (VCL) menor a <80 pum/sg pero superior al
>10 um/sg)

Motilidad Circular (MC) de los espermatozoides analizados que
presentan un Radio >10.0 um y <80.0 um con una rotacién >0.70 um/sg
Motilidad Local (MLc) de los espermatozoides analizados VSL <10.0
um/s 'y VCL <48.0 um/s

Espermatozoides inmoviles (I): analizados el porcentaje de
espermatozoides que presentan una velocidad curvilinea (VCL) < 24.0
pum/sy ALH < 1.0 pum/s

El movimiento de cabeceo o desvio de su trayectoria se cuantificé a través de

dos parametros:

ALH, pm/s: Es la magnitud del desplazamiento lateral de la cabeza mide
el maximo desplazamiento efectuado por la cabeza del espermatozoide en
su trayectoria curvilinea, de un lado a otro de la trayectoria media o lineal.
BCF, hz: frecuencia de corte de los movimientos laterales de la cabeza del
espermatozoide, expresada en Hertz (Hz)

HAC: Actividad cabeza espermatica, frecuencia de orientacion

promedio del cambio de movimiento de la cabeza.

La direccion de la trayectoria espermatica se midio a través de tres cocientes
Linealidad (LIN), la Rectilineidad (STR) y el indice de oscilacion (WOB).

La linealidad (LIN) es una expresion de la relacion entre la proyeccion
bidimensional de la trayectoria de un espermatozoide y el espacio ganado,
calculado como VSL/ VCL
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- La rectilineidad (STR) da la indicacion de la relacion entre el espacio
ganado y la trayectoria general del espermatozoide, calculado como VSL/
VAP.

- Indice de oscilacion (WOB) Mide la oscilacion de la trayectoria real con

respecto a la trayectoria promedio, calculado como el cociente VAP/ VCL.

3.5.4 Viabilidad

La evaluacién de la viabilidad espermatica se utilizo el Kit de fluorescencia Hoechst
33342/PI segun las indicaciones del protocolo se tomo una alicuota de semen diluido de
35ul y se mezclaron 2ul de tincién Hoeschst 333242/P1 (minitube) en un tubo eppendorf
y se incubd por 5 minutos, luego se colocé 10ul de la muestra en un porta objeto para
su evaluacion utilizando el moédulo de analisis de fluorescencia viabilidad espermatica
del CASA.

Figura 6:Tincién Hoeschst 333242/P1 (Minitube, Germany)

Viabilidad H33342/PI

AndroVision’
13998 Raza Brown Swiss

2 de produccion 26022019 écnico Lic. Martin Arbaiza.

[Campo nuevo

K<) Muestra 11

Viable 131
No viable 46
Tota

177 535

Detalles

Cerrar Aceptar

Figuré 7: Evaluacion modulo de viabilidad sistema CASA Espermatozides azules =
Viables / Espermatozoides violetas = No viables
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3.5.5 Fragmentacion del ADN espermatico

La evaluacion se realizo con el Kit Sperm-Halomax® (Halotech S.L., Madrid, Espafia),

se utilizaron cuatro kits de fragmentacion de ADN cada uno para 40 determinaciones.

El protocolo sperm - halomax indica que cada muestra de semen se diluya a una
concentracion de 10 millones de espermatozoides/ml y se mezclé con agarosa liquida
(0.7%) de bajo punto de fusion atemperada a 37°C. Sobre un portaobjetos previamente
recubierto de una pelicula de agarosa estandar al 0,65%, se deposito 2ul de la mezcla
(agarosa y espermatozoides), se cubrié con un cubreobjetos de 20x20mm y se llevé a

refrigeracion para su solidificacion a 4°C durante 5 minutos;

Los cubreobjetos se retiraron cuidadosamente y los portaobjetos se introdujeron
horizontalmente en una bandeja con solucion de lisis (Sperm-Sus-Halomax,
Chromacell, SL) durante 5 minutos a temperatura ambiente para extraer membranas y
proteinas. Tras un lavado de 5 minutos en abundante agua destilada, las preparaciones
se deshidrataron en bafios de etanol al 70, 90 y 100% (v/v) de 2 minutos cada uno y se
dejaron secar al aire para su posterior analisis. Las muestras preparadas se tifieron con
el kit de fluorescencia Fluored® HT-RFS100 (marca Halotech S.L., Madrid, Espafia)
colocando 2ul del colorante sobre la ldmina preparada para su evaluacion en el médulo
de andlisis de fragmentacion espermatica del CASA utilizando microscopio de

fluorescencia (Axio Scope.A2 - Carl Zeiss Microscope Fluoresence)

Figura 8: Kit Sperm-Halomax® y kit de fluorescencia Fluored® HT-RFS100
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Figura 9: Evaluacion modulo de fragmentacion del ADN espermatico sistema CASA
Espermatozoides fragmentados = Presencia de halo / Espermatozoides no

fragmentados = ausencia de halo



Figura 10: Evaluacion de laminas de fragmentacion espermatica

3.6 Criopreservacion seminal

La congelacion de semen se realizé utilizando un protocolo de congelacion
lenta progresiva. Se inicio el descenso de temperatura de 5°C a 0°C. Cuando
el sensor de temperatura llega a 0°C se coloco el cronometro para 7 minutos y
se controlo el descenso de temperatura 20°C por minuto durante 7 minutos
hasta que llego a -140°C luego se abrio la caja de congelamiento y se sumergié
las pajillas dentro del nitrégeno liquido a -196°C, se completara con nitrégeno
liquido si fuera necesario con la ayuda de una pinza y un globet grande para

que las pajillas queden completamente sumergidas.
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Figura 11: Criopreservacion pajillas semen.

La descongelacion se realizd después de siete dias de congelado la muestra,
utilizando para esto una pinza de plastico, se procedié a sacar las pajillas del
tangue de nitrogeno y cuidadosamente se sumergio las pajillas en el termo con
agua temperada a 37°C, durante 30 segundos, para luego secarlo y hacer la
respectiva evaluacion de las muestras descongeladas, se evalué los pardmetros

cinéticos de motilidad espermatica, viabilidad y fragmentacién del ADN.

3.7 Andlisis estadistico

Con el objetivo de evaluar el efecto de la criopreservacion en la fragmentacion
del ADN, la viabilidad y cinética espermatica, se calculd si existié un cambio
significativo entre los valores antes y después de la criopreservacion para cada
parametro seminal usando la prueba T de muestras relacionadas, previa
verificacion de normalidad con la prueba de Shapiro-Wilk. En caso los datos
no fueran normales, se utiliz6 la prueba de rangos con signo de Wilcoxon
(prueba no paramétrica). Se aplicd ajuste de Bonferroni para las
comparaciones antes mencionadas, para todos los datos evaluados se
realizaron correlaciones utilizando la prueba de Pearson. Todos los anélisis se
realizaron considerando 5 réplicas biologicas (5 toros) en el paquete
estadistico SPSS v.23 con un 95% de confiabilidad.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

El parametro de fragmentacion de ADN espermatico evidencio un aumento en los
valores en un 3.19% estos resultados obtenidos han sido similares a los descritos Khalil
et al (2017) en su investigacion obtuvo valores de fragmentacion de 4.6+2.29% para
la diferencia de valores antes y después del congelamiento del 3.8+1.36% y 8.4 +
3.22%.

El valor de fragmentacion espermatico previo al congelamiento en esta investigacion
fue del 4.81% esto fue similar a lo encontrado por Ntemka A et al. (2016) con niveles
de fragmentacién del ADN del 4.7+£1.3% en toros Brown Swiss, estos resultados han
sido también estudiados en otras razas, Orfaly et al. (2008) analizaron 46 toros de la
raza Nelore, obteniendo una media de espermatozoides fragmentados del 8.8+3.8% en
semen fresco, Enciso etal. (2011) mediante el test SCD de 11.35% * 2.81% para toros
de laraza Holstein. Posado et al. 2011 para semen fresco de toros de lidia obtuvo 6.86%

+ 4.88% respectivamente.

Los siguientes estudios han contribuido a proponer la existencia de un umbral de dafio
del ADN espermatico. Duran et al. (2002) encontré asociaciones entre niveles
superiores al 12% de fragmentacion de ADN con bajas tasas de concepcion donde no
se alcanzé prefiez. Al igual que Evenson et al. (1980) y Larson et al. 2000) que indican
que los niveles de fragmentacion del ADN superior al 30% son incompatibles con la

concepcidn y el mantenimiento de la prefiez.

De acuerdo Karabinus et al. (1990) en el caso de espermatozoides de toros, se ha visto
gue medidas del indice de fragmentacion por encima del 20% estan asociadas con bajas
tasas de fertilidad. Estos datos en correlacion con los valores obtenidos para semen
nativo de 6.01+ 2.8% y semen congelado de 9.21+ 3.0%. podrian indicarian que se
encuentran con una buena calidad del ADN espermatico y posiblemente una buena
fertilidad.



Figura 12:Anélisis de Fragmentacion de ADN utilizando mdodulo Androvision Sistema
(C.A.S.A) A. Analisis de Espermatozoides vista simple contraste de fase vista 250X. B.
Espermatozoides sometidos al tratamiento con el Kit Sperm-Halomax® y tefiidos con
el kit de fluorescencia Fluored® HT-RFS100 vista 250X C. Espermatozoides detectados
con el modulo fragmentacion, presencia de halo indicador de fragmentacion de ADN
espermatica, espermatozoides sin halo normales, vista microscopio de fluorescencia (Axio
Scope.A2 - Carl Zeiss Microscope Fluoresence) objetivo fluorita vista 250X longitud de
onda excitacién a 300nm, emision 595nm

36



El parametro de viabilidad esperméatica manifesté una disminucion significativa de sus
valores por el efecto del congelamiento seminal, posiblemente ocasionado por el estrés
osmotico, shock téermico y la formacién de hielo intracelular estos causan dafios en la
membrana plasmatica y organelos de la célula (Johnson et al., 2000) los datos obtenidos
fueron similares a los de Ntemka A et al. (2016) en su investigacion evalud pajillas de
semen congelado de la raza Brown Swiss y obtuvo valores de viabilidad espermatica de
69.6 £ 1.7;

Vifan, H. (2017) en toros de raza Holstein obtuvo valores para semen fresco de 89.01
+ 0.91% y posterior al congelamiento de 63.26 = 0.68, Januskauskas et al. (2001)
obtuvo para semen descongelado valores de 68.1 £ 4.9%, al igual que Orfaly et al.
(2008) para semen congelado con valores de 68.1 + 4.88, este ha sido uno de los
pardmetros seminales mas estudiados debido a que juega un papel clave en la
fecundacion (Cabrera, 2012), gracias a que solo los espermatozoides que son viables
podran realizar la reaccion acrosomal de manera sincronizada con la fase de
penetraciéon del ovocito y, como consecuencia, fusionarse con éste para formar un

embrion (Januskauskas 2001).

La motilidad total también se vio afectada por el congelamiento seminal, en diferentes
razas otros autores han obtenido valores similares a nuestra investigacion Vifan (2017)
obtuvo para su tratamiento control valores de Motilidad total antes de 92.65 + 0.84%
y posterior de 67.73+£0.7%, al igual que Veloz et al. (2017) con valores antes de 75.56
+ 1.25% y después de 59.64 + 1.07%.

Los valores de motilidad progresiva fueron semejantes a los obtenidos por Vifian
(2017) 89.74 £ 0.91% y 54.73 £ 0.72% y superiores a los de Sunderaraman et al (2012)
con valores antes de congelamiento de 65.9% y después 30.8% e inferiores a los de
Veloz et al. (2017) antes 63.20 £ 1.62% y después 55.65 + 1.54%.
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Figura 13:Analisis de viabilidad espermatica utilizando médulo Androvision Sistema
(C.AS.A) A. Analisis de Espermatozoides vista simple contraste de fase. B.
Espermatozoides sometidos a la tincion Kit Hoechst 33342/P1 Double Stain Apoptosis
Detection C. Espermatozoides detectados modulo anélisis viabilidad AndroVision en
microscopio de fluorescencia, espermatozoides tefiidos rojo (Muertos) ya que el colorante
solo es permeable en células muertas, Espermatozoides azules (Vivos) vista microscopio de
fluorescencia (Axio Scope.A2 - Carl Zeiss Microscope Fluoresence) objetivo fluorita vista
250X, longitud de onda para el colorante Hoescht 33342 fluorescencia azul longitud de
onda excitacion a 350nm, emision 461nm, y Yoduro de propidio (PI) fluorescencia roja

longitud de onda excitacién a 535nm, emision 617nm.



Tabla 2. Estadisticos descriptivos de los pardmetros seminales antes y después de la

criopreservacion (n=5). En negrita se resaltan los parametros significativos.

Parametro Condicién Media + DE .S'g'
(bilateral)
Antes 6.013 +2.86
0,
ADN fragmentado (%) Después 9211 3.00 <.001
N Antes 89.083 £ 2.39
0)
Viabilidad (%) Después 63.233 + 5.32 <001
- Antes 87.923 + 3.86
0,
Motilidad total (%) Después 62.048 £ 5.33 <.001
Motilidad progresiva (%0) Antes 84.285+4.53 <.001

Después 53.768 + 4.58
Motilidad rapida (%) DAES”SSZS ggjgg 2 ggg <001

Antes 10.978 +1.85

Motilidad lenta (%) Después 18319 + 1.30 .005
Motilidad circular (%) D’::;EZS ggég : 2‘7‘? 015
Motilidad local (%) Antes | 3.627£0.76 |

Después 8.279 £ 1.49

Espermatozoides inmaviles (%) D’Z‘:;SZS é;%gg f gg <.001

Antes 152.070 + 15.13
Después 75.227 + 7.38

Antes 70.790 + 5.68
Después 30.134 £ 1.75

Antes 82.505 + 7.65

Velocidad media (VAP) (um/s) Después 38.639 £ 3.20 <.001

Velocidad Curvilinea (VCL) (um/s) <.001

Velocidad Rectilinea (VSL) (um/s) <.001

Distancia de linea curva (DCL) (um) DAe\sn;ﬁSés 628é68i33i148'7812 . 004

Antes 27.495 +£5.90

Distancia linea recta (DSL) (um) Después 9622 = 125 .001
. . . . Antes 35.050 + 8.86

Distancia media de recorrido (DAP) (um) Después 13.631 = 1.95 .002

Amplitud media del desplazamiento lateral Antes 1.585+0.18 <001

de la cabeza (ALH) (um) Después 0.940 £ 0.11 '

Antes 15.928 £ 1.78 <.001
Después 7.314 £ 0.38

Frecuencia de entrecruzamiento (BCF) (Hz)

. Antes 0.358 £ 0.04 <.001
Actividad de la cabeza (HAC) (rad) Después 0.159  0.01
o L Antes 0.541 + 0.02
Indice de oscilaciéon (WOB) Después 05212001 0.080
indice de linearidad (LIN) Antes | 0.465+0.02 0.043

Después 0.409 £ 0.02

Antes 0.854 + 0.02
Después 0.784 + 0.02

Indice de Rectitud (STR) <.001




La motilidad répida también se vio afectada por la criopreservacion seminal, estos
valores fueron similares a lo obtenido en la investigacién de Morte et al. (2007) el cual
utilizando un congelador programable obtuvo que los valores antes y después del
congelamiento para este parametro fueron significativamente diferentes p<0.05. Muifio
et al (2008) paratoros de la raza frisona y rubia gallega obtuvo valores para semen fresco
de 50.9 + 14.3y 53.4 £+ 12.4 respectivamente.

Para los valores de motilidad lenta no se encontr6 un cambio significativo, estos
resultados fueron similares a lo encontrado en la investigacion de Morte et al. (2007),
donde tampoco encontro diferencias por el efecto del congelamiento, esto quiere decir
que la congelacion no tuvo un efecto directo sobre este parametro seminal y otros

factores podrian estar influyendo en el aumento de la motilidad lenta.

La motilidad circular fue otro parametro que tampoco se vio influenciado por la
congelacion seminal, estos resultados los corrobora Morte el al. (2007), en su
investigacion donde concluye que este parametro es influenciado por factores

antagonicos al congelamiento.

La motilidad local o como su nombre lo indica espermatozoides que se mueven en su
mismo sitio, pero no presentan un desplazamiento, se vio influenciada por el efecto del
congelamiento, obteniendo valores de significancia similares a los obtenidos en la
investigacion de Morte et al. (2007) en donde concluyo que el aumento de este

parametro se encuentra influenciado por el congelamiento.

Los espermatozoides inmoviles que no presentaban ningun tipo de desplazamiento ni
movimiento local, aumento de manera significativa, estos valores fueron similares a los
obtenidos en la investigacion de Morte et al. (2007) en donde obtuvo que el
congelamiento estuvo estrechamente ligado al aumento de los valores de este parametro
seminal., en distintas investigaciones se ha podido apreciar el aumento de estos valores,
Vifan (2017) también observo este aumento con valores antes de 7.35 = 0.84% y
posterior de 32.27 + 0.7% al congelamiento, al igual que Veloz et al. (2017) donde
obtuvo valores antes de 29.12 + 1.62% Yy posterior de 44.35 + 1.20 % respectivamente
y finalmente Sundararaman et al. (2012) encontr6 un aumento de 5.7% al 37% de

espermatozoides inmoviles.
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El pardmetro cinético de velocidad curvilinea (VCL) experimento una disminucion
significativa similar a lo obtenido en la investigacion de Morte et al. (2007), este parametro
indicador de fertilidad como lo sefiala Hirano et al. (2001) en muestras con un VCL>86.2 +
16.5 en semen fresco presentaron tasas de fertilizacion >50%, Ormachea et al. (2019) evalud
toros de la raza Brown Swiss americanos y obtuvo valores para VCL de 152.07 + 15.13%
muy similares a los obtenidos en esta investigacion, Ancco et al. (2017) en pajillas de semen
congelado de toros nacionales obtuvo valores de VCL de 80.97 + 13.69. En otras razas de
toros también se ha analizado este pardmetro Crespo et al. (2013) en toros limonero obtuvo
valores para semen congelado de VCL 43.5 £+ 0.11%, Mora et al. (2016) obtuvo valores

superiores a los obtenidos en esta investigacion en semen fresco VCL 216.3 + 10.2%

La velocidad Rectilinea (VSL), disminuyo significadamente por el efecto del congelamiento,
esto fue corroborado en la investigacion de Morte et al. (2007) donde encontré valores
similares, Hirano et al. (2001) indica que valores superiores de VSL > 49.1 + 9.2 para semen
fresco presentan tasas de fertilizacion >50%. Ancco et al. (2017) en pajillas de semen
congelado de toros nacionales obtuvo valores de VSL de 70.79 + 5.6, Ormachea et al. (2019)
evalud toros de la raza Brown Swiss americanos y obtuvo valores para VSL de 70.79 + 5.6%
muy similares a los obtenidos en esta investigacion. En otras razas de toros también se ha
analizado este parametro, Mora et al. (2016) obtuvo valores superiores a los obtenidos en
esta investigacion en semen fresco VSL 106.8 + 7.8%, Crespo et al. (2013) en toros limonero

obtuvo valores para semen congelado de VSL 17.62 + 0.06%.

La velocidad media (VAP), tuvo una disminucion significativa similar a lo obtenido en la
investigacion de Morte et al. (2007), este parametro indicador de fertilidad como lo sefiala
Hirano et al. (2001) en muestras con un VAP>64.0 + 5.2 en semen fresco presentaron tasas
de fertilizaciébn >50%, Ormachea et al. (2019) evalué toros de la raza Brown Swiss
americanos y obtuvo valores para VAP de 82.50 + 7.6% muy similares a los obtenidos en
esta investigacion, Ancco et al. (2017) en pajillas de semen congelado de toros nacionales
obtuvo valores de VAP de 44.82 + 7.22. En otras razas de toros también se ha analizado este
parametro Crespo et al. (2013) en toros limonero obtuvo valores para semen congelado de
VAP 26.64 + 0.07%, Mora et al. (2016) obtuvo valores superiores a los obtenidos en esta

investigacion en semen fresco VAP 106.8 + 7.8%
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La amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH), experimento una
disminucion en sus valores por el efecto del congelamiento con una clara significancia,
similar a lo obtenido por Quintin et al. (2016) en toros Brown swiss para muestras de semen
fresco con valores superiores a los obtenidos de ALH 3.3 + 0.37. La importancia de este
pardmetro segun indica Shanis et al. (1989) este parametro se encuentra asociado a la
penetracion del espermatozoide con el ovocito, ellos observaron que, en el moco cervical, el
ALH disminuye para ayudar a la penetracion de la célula espermatica y afirman que si el
ALH es abnormal quiere decir que el movimiento de la cabeza es pequefio, lo que quiere
decir que la cabeza no rotara, lo que reducira el exito en la fertilizacidn, esto es corroborado
por Bravo, J et al (2011) lo define como una variable relacionadas a la velocidad y
progresividad de la motilidad de los espermatozoides, esencial para la penetracion del
moco cervical, aspecto indispensable del comportamiento celular que depende casi
enteramente de las fuerzas fisicas generadas por el golpe del flagelo, en distintas
investigacion se ha analizado este parametro Ormachea et al. (2019) en toros Brown Swiss
americanos ALH de 4.12 + 1.2%, Ancco et al. (2017) en pajillas de semen congelado de
toros nacionales obtuvo valores de ALH de 3.84 + 0.11. Crespo et al. (2013) en toros
limonero para semen congelado de ALH 2.2 + 0.0%, Mora et al. (2016) valores para semen
fresco ALH 1.5 = 0.52%.

La Frecuencia de entrecruzamiento (BCF), este parametro ligado a la penetracion de la célula
espermatica durante el desplazamiento por el moco cervical (Shanis et al. 1989 y Bravo, J et
al 2011), presento una disminucion significativa en sus valores, diversas investigaciones han
evaluado este parametro Ancco et al. (2017) en pajillas de semen congelado de toros
nacionales obtuvo valores de BCF de 8.2 + 0.38, Ormachea et al. (2019) en toros Brown
Swiss americanos BCF de 19.96 + 9.5%,. Crespo et al. (2013) en toros limonero para semen
congelado de BCF 4.37 + 0.01%, Mora et al. (2016) valores para semen fresco BCF 3.26 +
2.5%.

El efecto que tiene la criopreservacion en 16 de los 21 pardmetros seminales evaluados
en esta investigacion es significante. Esto es analizado por Holt (2000) que afirma que
la tasa de congelacion debe ser lo suficientemente lenta para permitir la salida por
osmosis de agua del interior de la célula, previniendo asi la formacion de hielo
intracelular, pero también lo suficientemente rapida para minimizar el efecto dafiino de

la exposicion prolongada a concentraciones altas de solutos con el fin de evitar procesos
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de recristalizacion que afectan la integridad de la membrana plasmatica.

Watson (1995) en su investigacion demuestra que la disminucién de la calidad seminal
por el proceso de congelacion y descongelacion, es provocado por un dafio irreversible
en aproximadamente el 50% de los espermatozoides de cada dosis, este estrés
ocasionado por el congelamiento seminal produce una contraccion celular que puede
causar la pérdida irreversible de la membrana y la alteracidn del citoesqueleto y de los
organelos, la célula puede verse afectada por las altas concentraciones de solutos en las
partes no congeladas del espacio extracelular que dafian la membrana, por cambios en

el pH y desnaturalizacién de proteinas.
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V. CONCLUSIONES

Se encontré diferencias significativas en 16 de los 21 pardmetros evaluados
para los toros donadores de semen de la raza Brown Swiss evaluados en el
sistema CASA,

Se evidencio un aumento de la fragmentacion del ADN del 3% por el efecto
de la criopreservacion seminal, todos los valores de este parametro se

encontraron dentro de los rangos considerados normales.

Se demostro el efecto de la criopreservacion seminal sobre el parametro de
viabilidad espermatica manifestdndose diferencias significativas en la

disminucioén de los valores analizados.

Se observad la disminucion de los valores con diferencias significativas en los
siguientes parametros seminales motilidad, motilidad progresiva, motilidad
rapida, al igual que los parametros cinéticos VCL, VSL, VAP, DSL, DAP,
ALH, BCF, HAC, STR, y un incremento en los valores de motilidad local y
espermatozoides inmoviles, atribuidos al efecto de la criopreservacion

seminal.



VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda incorporar las evaluaciones desarrolladas en esta investigacion a los

protocolos de analisis seminal del Banco Nacional de Semen

Evaluar si la criopreservacion seminal tiene un efecto sobre la morfologia

espermatica

Realizar correlaciones entre los parametros seminales para analizar la relacion de las

variables.
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V1. ANEXOS

ANEXO 1: Pruebas de normalidad Shapiro-Wilk para las diferencias de los
parametros seminales. En negrita se resaltan los parametros no normales (p>0.05)

Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
MotilidadScore .831 5 141
MotilidadProgresivaScore .893 5 374
MotilidadRapidaScore .917 5 .513
MotilidadLentaScore .933 5 .614
MotilidadCircularScore .996 5 .995
MotilidadLocalScore .817 5 111
EspermatozoidessinmotScore .781 5 .056
VCLScore .960 5 .808
VSLScore 913 5 483
VAPScore .908 5 .455
DCLScore 931 5 .600
DSLScore .950 5 736
DAPScore 921 5 .533
ALHScore .942 5 .682
BCFScore .952 5 .752
HACScore .866 5 .251
WOBScore 672 5 .005
LINScore .689 5 .007
STRScore .945 5 .701
ViabilidadScore .929 5 .591
ADNScore .803 5 .086




ANEXO 2: Parametros descriptivos del promedio de las repeticiones obtenidas de las
76 colecciones de semen (Anibal n=18), (Bolt n=14), (Elipse n=10), (Ranger n=18), (San
Martin n=16),

Parametro Condicion | Anibal | Bolt | Elipse | Ranger San'
Martin
Volumen seminal (ml) - 6.86 6.0 7.2 4.8 8.8
Concentracion seminal (x105ezp/ml) - 1198.9 | 926.2 | 929.7 | 1528.2 | 743.7
Antes 4.81 1054 ] 481 3.06 6.85

ADN fragmentado (%)

Después 7.00 ] 13.80] 8.48 6.34 10.43
Antes 90.08 ] 85.36 | 90.12 | 91.61 88.26
Después 70.02 | 61.45 | 56.15 | 66.70 61.84
Antes 90.06 | 82.01 ] 89.5 91.8 86.3
Después 68.26 | 60.53 | 60.53 66.1 60.8
Antes 86.79 | 77.29 | 86.7 88.4 82.3
Después 59.91 ] 50.94 ] 48.9 57.1 51.9
Antes 65.64 | 63.04 | 54.6 70.1 63.8
Después 36.78 | 34.42 | 23.48 35.7 32.1

Viabilidad (%)

Motilidad (%)

Motilidad progresiva (%)

Motilidad rapida (%)

— Antes 82 | 12241 120 | 102 | 114
0,
Motilidad lenta (%) Después | 19.11 | 16.39 | 1828 | 198 | 180
— Antes 130 | 201 | 192 | 82 72
Motilidad circular (%) Después | 402 | 013 | 7.14 | 17 1.9
. Antes 3.21 4.73 2.8 3.4 4.0
0,
Motilidad local (%) Después | 835 | 959 | 5.73 | 8.9 8.8
Antes 895 | 1799 | 105 | 97 | 137

Espermatozoides inmoéviles (%)

Después 31.74 | 39.47 | 45.38 32.8 39.2
Antes 170.06 | 135.6 | 1415 165.8 147.4
Después 86.42 | 73.66 | 67.55 78.1 70.4
Antes 73.93 | 67.71 62.9 77.7 71.7
Después 31.66 | 31.33] 275 31.0 29.2
Antes 83.28 | 77.73 | 73.2 91.3 81.0
Después 4258 | 39.27 | 34.62 40.5 36.3
Antes 86.0 | 4157 ] 85.6 70.7 59.2
Después 35.85 | 23.77 ] 33.0 29.1 27.5
Antes 30.80 | 18.38 | 34.0 28.5 25.9
Después 10.92 7.83 | 10.72 9.3 9.3

Antes 4261 | 21.96 | 43.0 37.0 30.7
Después 16.08 | 10.94 | 14.82 13.4 12.9

Velocidad Curvilinea (VCL) (um/s)

Velocidad Rectilinea (VSL) (um/s)

Velocidad media (VAP) (um/s)

Distancia de linea curva (DCL) (um)

Distancia linea recta (DSL) (um)

Distancia media de recorrido (DAP) (um)

Amplitud media del desplazamiento Antes 1.86 1.42 15 1.7 15
lateral de la cabeza (ALH) (um) Después 1.12 0.86 0.85 1.0 0.9
Frecuencia de entrecruzamiento (BCF) Antes 16.27 | 1296 ) 17.7 15.9 16.8
(hz) Después 7.83 7.05 6.84 7.5 7.4

- Antes 0.40 0.29 | 0.40 0.40 0.30
Actividad de la cabeza (HAC) (rad) Después 0.19 015 014 0.20 0.10

. S Antes 0.52 0.57 0.50 0.54 0.54

Indice de oscilacion (WOB) Después | 050 | 054 | 053 | 052 | 052

. . . Antes 0.43 0.50 0.40 0.50 0.50

Indice de linearidad (LIN) Después | 037 | 043 | 043 | 040 | 042

Antes 0.82 0.87 | 0.85 0.85 0.88

indice de Rectitud (STR)

Después 0.75 0.80 0.80 0.78 0.80
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ANEXO 3: Prueba T para muestras relacionadas de los parametros seminales antes y
después de la criopreservacion. El ajuste de Bonferroni determind un valor de
significancia de p<0.002. En negrita se resaltan los parametros significativos. t =

estadistico t. gl = grados de libertad. Sig = significancia.

Media de 95% de intervalo de
las Desviacion confianza de la diferencia Si
Parametro diferencias , t gll, . g
estandar ) ) (bilateral)
(Antes- Inferior Superior
Después)
ADN fragmentado | 5 1qq 590 -3.930 2465 |-12.119) 4| <001
(%)
Viabilidad (%) 25.850 5.113 19.502 32199 [11.306]4| <o01
Motilidad(%6) 25875 5.392 19.180 32569 [10.731] 4| <o01
Motilidad 30,517 4581 24.829 36.204 |14897) 4| <001
progresiva (%)
Motilidad 30.943 2372 27.998 33889 |20.167] 4| <001
rapida(%o)
Motilidad lenta(%) | -7.342 2.860 -10.892 3791 |-574114| 005
MOt"'d;‘/j)c'rC“'ar 6.955 3.826 2.205 11706 | 4065 | 4| 015
0
Motilidad local(%) | -4.652 999 -5.802 3412 |-10417] 4| <001
Espermatozoides |, 5ag | 5395 32237 | -18.839 |-10.584| 4| <.001
inmoviles (%)
VCL (um/s) 76.843 9.925 64.520 89.167 |17.313| 4| <oo01
VSL (ums) 40.656 4.692 34.831 46482 |19377]4| <001
VAP (ums) 43.866 5.345 37.229 50503 |18.351 4| <001
DCL (um) 38770 | 14.314 20.997 56543 | 6.057 |4| .004
DSL (um) 17.873 4.738 11.991 23756 | 8436 [4| .001
DAP (um) 21.420 7.032 12.688 30151 | 6811 [4| 002
ALH (um) 0.646 072 556 735  |20076] 4| <oo01
BCF (hz) 8.613 1.802 6.376 10.851 |10687[|4]| <oo01
HAC (rad) 0.200 036 155 245 |12410| 4| <o01
STR (VSL/VAP) 0.069 010 057 082 153504 <o01
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ANEXO 4: Prueba de rangos con signo de Wilcoxon de los parametros seminales que

no presentaron normalidad. El ajuste de Bonferroni determiné un valor de
significancia de p<0.025. Z = estadistico Z. Sig = significancia.

Rangos negativos

Rangos positivos

Estadisticos de prueba

. Suma Suma )
Parametro Rango Rango Sig.
] de ) de Empates | Z )
promedio promedio (bilateral)
rangos rangos
WOB antes
-WOB 1.000 1.000 3.500 14.000 0 0.080
) 1.753
después
LIN antes
—LIN 0.000 0.000 3.000 15.000 0 0.043
) 2.023
después

ANEXO 5: Microscopio de fluorescencia fragmentaciéon AND espermético 250X Kit
Sperm-Halomax® C y Tincién Fluored® HT-RFS100
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ANEXO 6:1magen del Sistema Computarizado de Analisis Seminal (C.A.S.A) software

AndroVision

_AndroVision

Molliidad & Analisis Avanzados Control de calidad
Concentracién
[T —— Morfologia &
Morfometria
Base de datos Configuracién

' Copyright: Minitiib GmbH « Hauptstr. 41 « 84184 Tiefenbach « Alemania « www.minitube.com Cerrar

. AndroVision

Anélisis Avanzados

’ Viabilidad Acrosoma
7 H33342/P|

Viabilidad Actividad
SYBR®14/PI Mitocondrial

- Copyright: Minitiib GmbH » Hauptstr. 41 « 84184 Tiefenbach + Alemania * www.minitube.com Cerrar
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ANEXO 7: Evaluacion de laminas fluorescencia A. Laminas para con 8 pocillos para
evaluacion de fragmentacion espermética Kit Sperm-Halomax® C B. 20 laminas
evaluadas durante todo el procesamiento seminal antes y después de la congelacion
seminal.
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ANEXO 8: Evaluacion de las muestras microscopios de fluorescencia
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