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RESUMEN

Se evalu6 mediante el sistema computarizado de analisis seminal (C.A.S.A), el efecto de la criopreservacion espermatica
sobre la fragmentacién del ADN, la viabilidad, y la cinética espermatica. Se colectaron 76 eyaculados de 5 toros de la raza
Brown Swiss del Banco Nacional de Semen de la UNALM. Para el andlisis de la fragmentacion del ADN se utilizé el Kit
Sperm-Halomax® y para el andlisis de la viabilidad espermatica la tincion Hoeschst 333242 /PI. Se evalud si existié 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 de presencia de no normalidad, se utilizé la prueba de rangos con signo de Wilcoxon. Se aplic6 ajuste
de Bonferroni para las comparaciones antes mencionadas. Todos los andlisis se realizaron considerando 5 réplicas
biolégicas en el paquete estadistico SPSS v.23 con un 95% de confiabilidad. Se encontraron diferencias significativas en
16 de los 21 parametros evaluados, se evidencié un aumento de la fragmentacion del ADN del 3%, en el parametro de
viabilidad espermatica se manifestd una disminucion de los valores analizados y se observd la disminucion de los valores
de los siguientes parametros motilidad, motilidad progresiva, motilidad rapida, al igual que los parametros cinéticos
VCL, VSL, VAP, DSL, DAP, ALH, BCF, HAC, STR. Sin embargo, se observo un incremento en los valores de motilidad local y
espermatozoides inméviles, atribuidos al efecto de la criopreservacion seminal.

Palabras clave: Criopreservacion; fragmentaciéon del ADN; viabilidad; motilidad; cinética espermatica.
ABSTRACT

The effect of sperm cryopreservation on DNA fragmentation, viability, and sperm kinetics was evaluated using a Computer
Assisted Semen Analysis (C.A.S.A). 76 ejaculates were collected from 5 bulls of the Brown Swiss breed from the National
Semen Bank of UNALM. For the analysis of DNA fragmentation, the Sperm-Halomax® Kit was used and for the analysis
of the sperm viability Hoeschst 333242 / PI stain. Significant change before and after the cryopreservation for each one
of the seminal parameters was evaluated using the T test of related samples, previous verification of normality with the
Shapiro-Wilk test. In case data were not normal, the Wilcoxon signed rank test was used. The Bonferroni adjustment
was applied for the referred above comparisons. All the analyses were made considering 5 biological replicas in the
statistical package SPSS v.23 with 95% reliability. Significant differences were found in 16 of the 21 parameters evaluated,
an increase in DNA fragmentation of 3% was evidenced, and decrease in the sperm viability parameter was manifested.
Lower values of the following parameters motility, progressive motility, rapid motility was observed, as well as the kinetic
parameters VCL, VSL, VAP, DSL, DAP, ALH, BCE, HAC, STR. However higher values of local motility and immobile sperm
were observed, attributed to the effect of seminal cryopreservation.

Keywords: Cryopreservation; DNA fragmentation; viability; motility; sperm kinetics.
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INTRODUCCION

En la actualidad existen diversas técnicas para evaluar los pardmetros seminales, desde lo méas simple a lo mas complejo,
los métodos de andlisis basicos incluyen el estudio del volumen seminal, concentracién 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 (1).

El estudio de la motilidad espermatica se puede realizar por dos métodos el mds utilizado es la valoracién subjetiva
que consiste en evaluar el porcentaje de espermatozoides mdviles, asi como, el tipo de movimiento que presentan de
forma inmediata (2). Es de gran valor cuando lo realizan personas experimentadas, sin embargo, la exactitud y precisiéon
estan limitadas en funcién de las condiciones del sistema de medida y de la destreza del observador. El otro método,
se basa en el uso de sistemas informatizados de digitalizacién de imagenes denominados C.A.S.A (Computer Assisted
Motility Analysis) (3). Capturan el movimiento espermatico y permite analizar valores cinéticos de velocidad espermatica
aportando un gran volumen de informacién, siendo mucho mas preciso al momento de la evaluacién (4).

Estudio recienten han demostrado que uno de los factores asociados a una mala calidad seminal pudiera estar relacionado
con altos porcentajes de fragmentaciéon 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 concepcién pueden ser observadas a
largo plazo, tales como crecimiento anémalo, envejecimiento prematuro, tumores y abortos, este tiene un efecto negativo
en la fertilizacién in vivo como in vitro. Niveles de fragmentaciéon del ADN superior al 20% son incompatibles con la
concepciéon y el mantenimiento de la prefiez (5). 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 ocasionados
aparentemente por la presencia de radicales libres de oxigeno, errores en la sustitucién de histonas por protaminas,
deficiencias en la recombinacion, o la exposicion a ciertos farmacos, contaminacién atmosférica, fiebre alta (6).

La evaluacién de los pardmetros basicos de calidad espermadtica no aporta informacién 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 pardmetros sistematicos de rutina no hayan evidenciado ninguna anomalia obvia, se puede decir a ciencia cierta que
mientras mayor sea el grado de fragmentaciéon de ADN transmitido al embrién 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 investigacién tiene como objetivo evaluar el efecto de la criopreservacién en la fragmentaciéon del ADN,
la viabilidad y cinética espermatica, en toros donadores de semen de la raza Brown Swiss, todas las evaluaciones se
realizaron en un sistema computarizado de andlisis seminal (C.A.S.A).

MATERIALES Y METODOS

Lugar de ejecucion y duracion. El presente estudio se realizé en las instalaciones del Banco Nacional de Semen de la
Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM), ubicado en el distrito de la Molina, Lima, Pert durante el transcurso
de 3 meses (enero a marzo del 2019). Durante este tiempo se obtuvo temperaturas promedio minima de 212C y maxima
de 26°C, y una humedad relativa promedio del 51%.

Animales del experimento. Se trabajé con cinco toros de la raza Brown Swiss, entre 2 a 6 afos, estos se encontraban
sujetos a un régimen de colecciones de una vez por semana. Todos los toros, fueron certificado por el Laboratorio de
virologia de la facultad de medicina veterinaria UNMSM que se encontraban libres de enfermedades.

Dilucién seminal. Se utiliz6 el Dilutor Andromed® (Minitub Germany) Obtenido el eyaculado, se realiz6 la prediluciéon (1/1)
agregando el dilutor en la misma proporcién del semen en el tubo graduado y se colocd en el bafio Maria a 34°C. El dilutor restante
se agregd en un solo paso, previamente atemperado en bafio Marfa a una temperatura de 34°C. para evitar el choque térmico
de los espermatozoides, posterior a esto se verti6 el semen prediluido lentamente por las paredes del matraz, y se homogenizo
suavemente, Se esper6 un tiempo aproximado de 10 minutos a fin de que la solucidn se estabilice, posterior a esto se examin6 en
el microscopio para comprobar la motilidad, viabilidad y la fragmentacién ADN espermatica previo a la criopreservacion.

Concentracion espermatica. Para el andlisis de la concentracion se utilizé el Fotometro SD1M bovino (marca Leaflet,
minitube). Se tomd6 una alicuota de 10ul de semen fresco y se coloc6 en una microcubeta la cual fue fijada en la posicion
correcta para su medicién y lectura.
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Motilidad espermatica. La evaluacion de la motilidad espermatica se realizé con el Sistema Computarizado de Analisis
Seminal (C.A.S.A) software (Minitube AndroVision) version 1.7.

El sistema estd 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 (7) los parametros evaluados en el Sistema C.A.S.A se definen
de la siguiente manera

De acuerdo con Amann et al (8), el sistema permite evaluar:

La motilidad espermatica:

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

Motilidad Rapida (MR): de los espermatozoides analizados (espermatozoides mdviles por mililitro velocidad (VCL)
superior al >80 um/sg)

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

Motilidad Circular (MC): de los espermatozoides analizados que presentan un Radio >10.0 pm y <80.0 um con una
rotacion >0.70 pm/sg

Motilidad Local (MLc): de los espermatozoides analizados VSL <10.0 um/s y VCL <48.0 um/s

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

Los parametros Cinéticos espermaticos:

Velocidad Curvilinea (VCL), pm/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 funcién del tiempo.

Velocidad Rectilinea (VSL), um/s: se obtiene a partir de la unidn 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
funcién el tiempo.

Velocidad media (VAP), pm/s: se obtiene a partir de la unién 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 funcién del tiempo.

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

Amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza (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.

Frecuencia de entrecruzamiento (BCF), Hz: frecuencia de corte de los movimientos laterales de la cabeza del
espermatozoide, expresada en Hertz (Hz).
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Actividad de la cabeza (HAC): Actividad cabeza espermatica, frecuencia de orientacion promedio del cambio de
movimiento de la cabeza.

La direccién de la trayectoria espermatica se midi6 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 proyecciéon bidimensional de la trayectoria de un
espermatozoide y el espacio ganado, calculado como VSL/ VCL

Larectilineidad (STR): dalaindicacion de larelacion entre el espacio ganado y la trayectoria general del espermatozoide,
calculado como VSL/ VAP.

indice de oscilacién (WOB): Mide la oscilacién de la trayectoria real con respecto a la trayectoria promedio, calculado
como el cociente VAP/ VCL.

Viabilidad. La evaluacion de la viabilidad espermatica se utiliz6 el Kit de fluorescencia Hoechst 33342 /PI segun las
indicaciones del protocolo se tomé una alicuota de semen diluido de 35ul y se mezclaron 2ul de tincién Hoeschst 333242/
PI (minitube) en un tubo eppendorfy se incubd por 5 minutos, luego se colocé 10ul de la muestra en un portaobjeto para
su evaluacioén utilizando el médulo de andlisis de fluorescencia viabilidad espermatica del C.A.S.A

Fragmentacion del ADN espermatico. La evaluacion se realizé 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 concentraciéon de 10 millones de
espermatozoides/ml y se mezcl6é con agarosa liquida (0.7%) de bajo punto de fusién atemperada a 37°C. Sobre un
portaobjetos previamente recubierto de una pelicula de agarosa estandar al 0.65%, se deposité 2ul de la mezcla (agarosa
y espermatozoides), se cubrié con un cubreobjetos de 20x20mm y se llevo 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 solucién 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 bafos de etanol al 70,90 y 100% (v/v) de 2 minutos cada uno y se dejaron secar al aire para su posterior andlisis. 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 lamina preparada para su evaluacion en el médulo de analisis de fragmentacion
espermatica del C.A.S.A utilizando microscopio de fluorescencia (Axio Scope.A2 - Carl Zeiss Microscope Fluoresence)

Analisis estadistico. Con el objetivo de evaluar el efecto de la criopreservacion en la fragmentacion del ADN, la viabilidad
y cinética espermatica, se calculo 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 utilizé la prueba de rangos con signo de Wilcoxon
(prueba no paramétrica). Se aplico ajuste de Bonferroni para las comparaciones antes mencionadas, para todos los datos
evaluados se realizaron correlaciones utilizando la prueba de Pearson. Todos los andlisis se realizaron considerando 5
réplicas bioldgicas (5 toros) en el paquete estadistico SPSS v.23 con un 95% de confiabilidad.

RESULTADOS

Dentro de los resultados obtenidos se presentan los estadisticos descriptivos de la investigacion donde se puede visual los
parametros evaluados antes y después de la criopreservacion seminal (Tabla 1). en la tabla 2, se muestra los resultados
de la Prueba T para muestras relacionadas de los parametros seminales antes y después de la criopreservacion y en la
tabla, se observa la prueba de rangos con signo de Wilcoxon de los parametros seminales que no presentaron normalidad.
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Tabla 1. Estadisticos descriptivos de los parametros seminales antes y después de la criopreservaciéon (n=5). En negrita se resaltan

los parametros significativos.

Parametro Condicion Media + DE Sig. (bilateral)
Antes 6.013 +2.86
ADN fragmentado (%) <.001
Después 9.211 +3.00
Antes 89.083 +2.39
Viabilidad (%) <.001
Después 63.233 £ 5.32
Antes 87.923 + 3.86
Motilidad total (%) <.001
Después 62.048 +5.33
Antes 84.285 +4.53
Motilidad progresiva (%) <.001
Después 53.768 + 4.58
Antes 63.433 £ 5.63
Motilidad rapida (%) <.001
Después 32.489 +5.32
Antes 10.978 +1.85
Motilidad lenta (%) .005
Después 18.319 +1.30
Antes 9.916 + 6.48
Motilidad circular (%) .015
Después 2.960 + 2.71
Antes 3.627 £ 0.76
Motilidad local (%) <.001
Después 8.279 +1.49
Antes 12.182 + 3.72
Espermatozoides inmoviles (%) <.001
Después 37.720 £ 5.57
Antes 152.070 £ 15.13
Velocidad Curvilinea (VCL) (um/s) <.001
Después 75.227 +7.38
Antes 70.790 = 5.68
Velocidad Rectilinea (VSL) (um/s) <.001
Después 30.134 +1.75
Antes 82.505 + 7.65
Velocidad media (VAP) (um/s) <.001
Después 38.639 +3.20
Antes 68.613 +18.82
Distancia de linea curva (DCL) (um) .004
Después 29.843 +4.71
Antes 27.495 +£5.90
Distancia linea recta (DSL) (um) .001
Después 9.622 +1.25
Antes 35.050 +8.86
Distancia media de recorrido (DAP) (um) .002
Después 13.631 £1.95
Amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza Antes 1.585+0.18 <001
(ALH) (um) Después 0.940 +0.11 '
Antes 15.928 +1.78
Frecuencia de entrecruzamiento (BCF) (Hz) <.001
Después 7.314 £ 0.38
Antes 0.358 £ 0.04
Actividad de la cabeza (HAC) (rad) <.001
Después 0.159 £ 0.01
. Antes 0.541 +0.02
Indice de oscilacién (WOB) 0.080
Después 0.521 £ 0.01
. Antes 0.465 + 0.02
Indice de linearidad (LIN) 0.043
Después 0.409 £ 0.02
B Antes 0.854 £ 0.02
Indice de Rectitud (STR) <.001
Después 0.784 £ 0.02
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Tabla 2. Prueba T para muestras relacionadas de los parametros seminales antes y después de la criopreservacion. El ajuste de
Bonferroni determiné un valor de significancia de p<0.002. En negrita se resaltan los parametros significativos.

Media de las L 95% de intervalo de confianza de la .
Parametro diferencias ) D:sstglzszzn . diferencia . t gl (bililtge.ral)
(Antes- Después) Inferior Superior
ADN fragmentado (%) -3.198 .590 -3.930 -2.465 -12.119 4 <.001
Viabilidad (%) 25.850 5.113 19.502 32.199 11.306 4 <.001
Motilidad(%) 25.875 5.392 19.180 32.569 10.731 4 <.001
Motilidad progresiva (%) 30.517 4.581 24.829 36.204 14.897 4 <.001
Motilidad rapida(%) 30.943 2.372 27.998 33.889 29.167 4 <.001
Motilidad lenta(%) -7.342 2.860 -10.892 -3.791 -5.741 4 .005
Motilidad circular (%) 6.955 3.826 2.205 11.706 4.065 4 .015
Motilidad local(%) -4.652 .999 -5.892 -3.412 -10.417 4 <.001
Espermatozoides inmoéviles (%) -25.538 5.395 -32.237 -18.839 -10.584 4 <.001
VCL (um/s) 76.843 9.925 64.520 89.167 17.313 4 <.001
VSL (um/s) 40.656 4.692 34.831 46.482 19.377 4 <.001
VAP (um/s) 43.866 5.345 37.229 50.503 18.351 4 <.001
DCL (um) 38.770 14.314 20.997 56.543 6.057 4 .004
DSL (um) 17.873 4.738 11.991 23.756 8.436 4 .001
DAP (um) 21.420 7.032 12.688 30.151 6.811 4 .002
ALH (um) 0.646 .072 .556 0.735 20.076 4 <.001
BCF (hz) 8.613 1.802 6.376 10.851 10.687 4 <.001
HAC (rad) 0.200 .036 155 0.245 12.410 4 <.001
STR (VSL/VAP) 0.069 .010 .057 0.082 15.350 4 <.001
t = estadistico t. gl = grados de libertad. Sig = significancia.
Tabla 3. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon de los parametros seminales que no presentaron normalidad.
Rangos negativos Rangos positivos Estadisticos de prueba
Pardmetro Rango Suma de Rango Suma de . .
N promedio rangos promedio rangos Empates z Sig. (bilateral)
WOB antes - WOB después 1 1.000 1.000 4 3.500 14.000 0 -1.753 0.080
LIN antes - LIN después 0 0.000 0.000 5 3.000 15.000 0 -2.023 0.043

El ajuste de Bonferroni determiné un valor de significancia de p<0.025. Z = estadistico Z. Sig = significancia.

En la figura 1 se evidencia el analisis de Fragmentacion de ADN utilizando mddulo Androvision Sistema (C.A.S.A) y en la
figura 2, se observa el analisis de viabilidad espermatica utilizando médulo Androvision Sistema (C.A.S.A).

Figura 1. 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 fragmentacidn, presencia de halo indicador de fragmentacién 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
excitacion a 300nm, emision 595nm.
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Figura 2. A. Analisis de Espermatozoides vista simple contraste de fase. B. Espermatozoides sometidos a la tincién Kit Hoechst
33342 /PI Double Stain Apoptosis Detection detectados en el mdédulo andlisis viabilidad AndroVision en microscopio de fluorescencia,
espermatozoides tefiidos violeta (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 excitacién a 350nm, emisién 461nm, y Yoduro de propidio (PI)
fluorescencia roja longitud de onda excitacién a 535nm, emisiéon 617nm.

DISCUSION

El parametro de fragmentacion de ADN espermatico evidencié un aumento en los valores en un 3.19% estos resultados
obtenidos han sido similares a los descritos por Khalil et al (9) en su investigacién 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 et al (7) con niveles de fragmentaciéon del ADN del 4.7+1.3% en toros Brown Swiss, estos
resultados han sido también estudiados en otras razas, Addad et al (10) analizaron 46 toros de la raza Nelore, obteniendo
una media de espermatozoides fragmentados del 8.8+3.8% en semen fresco, Enciso et al (6) mediante el test SCD de
11.35% + 2.81% para toros de la raza Holstein. Posado et al (11) 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
(12) encontrd asociaciones entre niveles superiores al 12% de fragmentacion de ADN con bajas tasas de concepcion donde
no se alcanzo6 prefiez. Al igual que Evenson et al (13) y Larson et al (14) que indican que los niveles de fragmentacion del
ADN superior al 30% son incompatibles con la concepcién y el mantenimiento de la prefiez.

De acuerdo Karabinus etal (5) en el caso de espermatozoides de toros, se ha visto que 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.

El pardmetro de viabilidad espermatica manifesté una disminucién significativa de sus valores por el efecto del
congelamiento seminal, posiblemente ocasionado por el estrés osmético, shock térmico y la formacién de hielo intracelular
estos causan dafios en la membrana plasmatica y organelos de la célula (15) los datos obtenidos fueron similares a los
de Ntemka et al (7) en su investigacion evalud pajillas de semen congelado de la raza Brown Swiss y obtuvo valores de
viabilidad espermatica de 69.6 + 1.7;

Vifian et al (16) 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 (17) obtuvo para semen descongelado valores de 68.1+4.9%, al igual que Addad et al
(10) para semen congelado con valores de 68.1+4.88, este ha sido uno de los parametros seminales mas estudiados debido
a que juega un papel clave en la fecundacién, gracias a que solo los espermatozoides que son viables podran realizar la
reaccion acrosomal de manera sincronizada con la fase de penetracion del ovocito y, como consecuencia, fusionarse con
éste para formar un embrién Januskauskas (17).

La motilidad total también se vio afectada por el congelamiento seminal, en diferentes razas otros autores han obtenido
valores similares a nuestra investigacion Vifian et al (16) 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 (18) con valores antes de 75.56+1.25% y después
de 59.64+1.07.
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Los valores de motilidad progresiva fueron semejantes a los obtenidos por Vifian et al (16) 89.74+0.91% y 54.73+0.72%
y superiores a los de Sunderaraman et al (19) con valores antes de congelamiento de 65.9% y después 30.8% e inferiores
alos de Veloz (18) antes 63.20£1.62% y después 55.65+1.54%.

La motilidad rapida también se vio afectada por la criopreservacién seminal, estos valores fueron similares a lo obtenido
en la investigacion de Morte et al (20) 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 (21) para toros de la
raza frisona y rubia gallega obtuvo valores para semen fresco de 50.9+14.3 y 53.4+12.4 respectivamente.

Paralos valores de motilidad lenta no se encontré un cambio significativo, estos resultados fueron similares alo encontrado
en la investigacion de Morte et al (20), donde tampoco encontré diferencias por el efecto del congelamiento, esto quiere
decir que la congelaciéon no tuvo un efecto directo sobre este parametro seminal y otros factores podrian estar influyendo
en el aumento de la motilidad lenta.

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 (20) en donde concluyo que el aumento de este parametro se encuentra
influenciado por el congelamiento.

Los espermatozoides inmoéviles que no presentaban ningtn tipo de desplazamiento ni movimiento local, aumento de
manera significativa, estos valores fueron similares a los obtenidos en la investigacion de Morte et al (20) 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, Vifian et al (16) 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 (18) donde obtuvo valores
antes de 29.12+1.62% y posterior de 44.35+1.20% respectivamente y finalmente Sunderaraman et al (19) encontré un
aumento de 5.7% al 37% de espermatozoides inméviles.

La motilidad circular fue otro pardmetro que tampoco se vio influenciado por la congelaciéon seminal, estos resultados
los corrobora Morte et al (20), en su investigacion donde concluye que este parametro es influenciado por factores
antagonicos al congelamiento.

El parametro cinético de velocidad curvilinea (VCL) experimento una disminucién significativa similar a lo obtenido en
la investigacion de Morte et al (20), este parametro indicador de fertilidad como lo sefiala Hirano et al (22) en muestras
con un VCL>86.2+16.5 en semen fresco presentaron tasas de fertilizacién >50%, Ormachea et al (23) evalué 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 (24) en pajillas de semen congelado de toros nacionales obtuvo valores de VCL de 80.97+13.69, Mora
et al (25) obtuvo valores superiores a los obtenidos en esta investigacién 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 (20) donde encontr6 valores similares, Hirano et al (22) indica que valores superiores de
VSL>49.1+9.2 para semen fresco presentan tasas de fertilizacion >50%. Ancco (24) en pajillas de semen congelado de
toros nacionales obtuvo valores de VSL de 70.79+5.6, Ormachea et al (23) 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 (25) obtuvo valores superiores a los obtenidos en esta investigacion
en semen fresco VSL 106.8+7.8%.

La velocidad media (VAP), tuvo una disminucion significativa similar a lo obtenido en la investigacion de Morte et al (20),
este parametro indicador de fertilidad como lo sefiala Hirano et al (22) en muestras con un VAP>64.0+5.2 en semen
fresco presentaron tasas de fertilizacién >50%, Ormachea et al (23) evalud toros de la raza Brown Swiss americanos y
obtuvo valores para VAP de 82.50+7.6% muy similares a los obtenidos en esta investigacién, Ancco (24) en pajillas de
semen congelado de toros nacionales obtuvo valores de VAP de 44.82+7.22. Mora et al (25) obtuvo valores superiores a
los obtenidos en esta investigacion en semen fresco VAP 106.8+7.8%

La amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH), experimento una disminucién en sus valores por el
efecto del congelamiento con una clara significancia, similar a lo obtenido por Quintin et al (26) 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 parametro
segun indica Shanis et al (27) 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
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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 éxito en la fertilizacidn, esto es corroborado por Bravo et al (28) 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 investigacidn se ha analizado este parametro Ormachea et al (23) en toros
Brown Swiss americanos ALH de 4.12+1.2%, Ancco (24) en pajillas de semen congelado de toros nacionales obtuvo
valores de ALH de 3.84+0.11. Mora et al (25) 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 y Bravo et al (27,28), presento una disminucidn significativa en sus valores,
diversas investigaciones han evaluado este parametro Ormachea et al (23) en toros Brown Swiss americanos BCF de
19.96+9.5%, Mora et al (25) valores para semen fresco BCF 3.26+2.5%.

El efecto que tienela criopreservacion en 16 delos 21 parametros seminales evaluados en esta investigacion es significante.
Esto es analizado por Holt (29) 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 formacidn 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 de recristalizacion que afectan la integridad de la membrana plasmatica.

Watson (30) 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 desnaturalizacion de proteinas.

En conclusion, se encontro diferencias significativas en 16 de los 21 parametros evaluados para los toros donadores de
semen de la raza Brown Swiss evaluados en el sistema C.A.S.A.

Se evidencio un aumento de la fragmentacién del ADN del 3% por el efecto de la criopreservacién 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 manifestandose
diferencias significativas en la disminucion de los valores analizados.

Se observé la disminucién 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 inméviles, atribuidos al efecto de la criopreservacion
seminal.

Se recomienda implementar las pruebas de fragmentacién de ADN y el andlisis de la cinética espermatica mediante el
sistema C.A.S.A, dentro de los protocolos establecidos en los centros de coleccion, procesamiento e inseminaciéon de
semen, ya que esto permitira obtener mas informacion respecto a la calidad espermatica y poder realizar una correcta
seleccion de los reproductores, para la difusion de pajillas de semen de 6ptima calidad.
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