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RESUMEN

El objetivo de esta revision es dar a conocer ciertos parametros inherentes al
proceso de criopreservacion y la congelacién del semen asi como la importancia
de conocer ciertas caracteristicas de la célula que pueden incidir con la viabilidad
del producto congelado para lograr la técnica adecuada. Para alcanzar este
propésito, el documento se basard en el conocimiento de las propiedades
fisicoquimicas de la célula y/o el tejido, pues este proceso es afectado por
diferentes variables como permeabilidad celular, volumen osméticamente inactivo
y relacién superficie/area de la célula, la cual es variable de acuerdo a la especie,

tipo y estadio de la célula a congelar.

Palabras clave: Criopreservacion, Macho, Bovino, Reproduccion, Semen.
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INTRODUCCION
La primera introduccion en América de animales domésticos, entre ellos vacunos,
la efectué Coldn en su segundo viaje en 1493. Como las expediciones espafiolas
posteriores tocaron siempre La Espafiola, la misma se convirti6 en un centro
multiplicador y distribuidor de ganado. Los animales introducidos fueron de raza
andaluza o ibérica, corpulentos, de buena alzada y cabeza voluminosa, con astas

desarrolladas.

Durante los siglos XVI y XVII las vaquerias fueron la forma principal de
explotaciéon de los bovinos, y practicamente, Unica explotacion de nuestros

campos, ya que no se efectuaba agricultura sino en escala muy reducida.

El primer toro de raza mejorada introducido en el pais fue Shorthorn, traido en
1836, durante el gobierno de Rosas, por John Miller. Su nombre era Tarquino, de
la variedad lechera. Al cruzarse con el ganado Criollo, inauguré una época que
abarcé alrededor de 30 afios. El vigor hibrido y su prepotencia de raza mejoradora
fijada, cre6 una descendencia llamada tarquinos, que mejoraron la precocidad y la

produccion lechera del Criollo (Hernandez, 1882).

En el macho bovino, la pubertad aparece entre los 7 y 12 meses de edad. Se
asocia con el desarrollo testicular, y desde el punto de vista endocrino es
expresion de los cambios en los pulsos de secrecion de LH asi como del impacto
de esta gonadotropina sobre la gonada masculina donde inicialmente ocurre
produccion de estrégenos, cambiando el perfil secretor hacia la androstenediona y
la testosterona cerca de los 7 meses de edad. A partir de este momento, las
pruebas empleadas para evaluar la calidad seminal dan como resultado la
observacion del incremento de la motilidad y concentracion espermética, asi como
del porcentaje de espermatozoides normales. Por otra parte, se ha informado que
en el toro la maxima eficiencia productiva se observa hacia los 4 afios donde es
mayor la produccion de semen, declinando hacia los 7 afios de edad. Los factores
que afectan la presentacién de la pubertad son similares a los mencionados

anteriormente cuando se abordé este topico en la hembra (Pérez, 2016).



La importancia del toro en un sistema de produccion pecuaria esta dada por el
potencial genético de produccion (carne/leche) que transmita y por su fertilidad. El
mejoramiento genético en produccion aportado por el toro se ve reflejado en el
87% de sus hijas después de tres generaciones. Y desde el punto de vista de

fertilidad esta dado por el incremento de las tasas de natalidad del hato.

La evaluacién del toro se debe hacer al inicio y durante su vida reproductiva, con

el fin de identificar individuos de gran fertilidad.

La evaluacion de la fertiidad del toro esta dada por los valores minimos de las
variables circunferencia escrotal, motilidad, y morfologia espermatica que debe

alcanzar un toro para ser aceptado como reproductor (Cardozo et al., 2002).

A pesar de que los espermatozoides fueron los primeros tipos de células crio
preservadas, 27 intentos de mejoramiento para su criopreservacion son objeto de
investigacion, principalmente por la pobre sobrevida de estas células en pacientes
con infertilidad y problemas oncolégicos. No hubo avances significativos hasta el
descubrimiento de las propiedades crioprotectoras del glicerol en espermatozoides
de toro, abriendo asi una opcion viable para campos como la reproduccién asistida
en humanos. El éxito relativo de la criopreservacion del semen ha mostrado
avances significativos en el intercambio internacional de animales genéticamente

superiores.

La criopreservacion de espermatozoides bovinos ha evolucionado empiricamente,
usando tasas de congelamiento de hasta 100-200°C/min y medios basados en

glicerol con citrato de yema de huevo (Avila et al., 2006).

Entre las biotecnologias aplicadas a la reproduccion, la inseminacion artificial (IA)
ha demostrado ser la herramienta mas exitosa para la mejora genética de los
animales de importancia zootécnica, especialmente en la industria bovina. De una
cuidadosa valoracion de la fertilidad dependera la utilizacion futura del material
seminal y el grado de aprovechamiento de los eyaculados obtenidos a lo largo de
su vida reproductiva, esto es, las dosis producidas por eyaculado, en funcion del

nimero de espermatozoides viables y, en definitiva, su mayor o menor



rentabilidad. Este es un punto de suma importancia, debido a que un pequefio
nimero de toros seleccionados es utilizado para inseminar una extensa poblacion
de hembras, con lo que los fallos en la seleccion de estos sementales tendrian
como consecuencia importantes pérdidas economicas. Asi, el conocimiento de la
fertilidad o de la capacidad fecundante de cada toro se convierte en uno de los

principales objetivos en la produccion de semen bovino (Hidalgo et al., 2002).

La congelacion del semen bovino ha sido la técnica mas antigua y que mas ha
influido en la difusién del empleo de la IA en la reproduccion asistida. Como regla
general la refrigeracion del espermatozoide es un método sencillo que de manera
exitosa ha permitido ampliar el tiempo de viabilidad del espermatozoide, al reducir
su tasa metabdlica y por lo tanto prolongar la supervivencia del semen mediante la

disminucion del porcentaje de sustratos empleados y la produccién de toxinas.

Si bien la criopreservacion garantiza la supervivencia de los espermatozoides,
una elevada y variable proporcion del proceso de congelacion-descongelacion
afecta la integridad de la membrana plasmatica (MP) y acrosomal (MA) tanto en lo
referente a la morfologia como a la funcionalidad, lo cual suele ocasionar dafios
irreversibles y causar muerte celular e infertilidad. Se ha demostrado como los
espermatozoides de diferentes toros evaluados, resisten de manera distinta los
efectos lesivos de la criopreservacion, de manera indiscriminada sobre la
integridad estructural y funcional MP y MA, lo que afecta la capacidad fecundante

de las muestras seminales destinadas a IA (Rivera, 2016).



HISTORIA
En la edad media fueron los arabes quienes lograron fecundar una yegua al

introducir en la vagina un pufiado de pelos empapados en el semen. En 1779 el
sacerdote catdlico Spallanzani logré fecundar una perra al introducir semen del
macho en la vagina. El ruso Ivanoff (siglo XIX) fue quien inicié la aplicacién
cientifica y en gran escala de la inseminacion artificial en ovinos y equinos. En
1914, el italiano Amantea inventa la vagina artificial, con la cual se logra obtener el
semen del macho en mejores condiciones. Los rusos perfeccionaron el método de
la inseminacion artificial a inicios del siglo XX y la aplicacién en gran escala dentro
de sus planes pecuarios de alli los paises Europeos asimilaron los avances de los
rusos. El método estd difundido por casi todos los paises, practicando la
inseminacion artificial en casi todas las especies vacunas, equina, porcina, ovina,

caprina, conejos, gallinas, pavos, peces, seres humanos, etc. (M. A., 2003).



ANATOMIA DEL BOVINO
El estudio de la anatomia y fisiologia animal es de vital importancia para el

conocimiento de la estructura y funcionamiento de los diferentes aparatos y

sistemas del organismo animal (Konig y Liebich, 2011).

Las diferentes especies animales, a través del mecanismo evolutivo se han ido
adaptando a diversas fuentes de alimento. De esta manera, se han conformado
grandes diferencias anatomicas y fisiologicas de los Organos digestivos, estas
diferencias revisten gran importancia porque afectan los procesos digestivos (INT,
2016).

Regiones de la boca:

Paladar

Lengua

* Labios

Tabla del suelo
de los dientes

* Carrillos o mejillas

Dientes

» Paladar duro

» Paladar blando

* Piso de la boca y lengua

* Dientes (Figura 1)
Figura 1Regiones de la boca (INT, 2016)

Labios

Son dos pliegues musculo membranoso que circundan en el orificio de la boca,
cubierto externamente por la piel y tapizado por dentro por la membrana mucosa.
La funcion de estos sirven como organo prensil de los alimentos, en cuanto al

vacuno los labios son gruesos y desde el punto de vista comparativo, inmoviles.

Lengua



Situada en el piso de la boca entre las ramas de la mandibula, presenta

numerosas papilas entre las cuales estan (Figura 2):

* Papilas filiformes: eminencias finas parecidas a hilos.

* Papilas fungiformes: parte lateral de la lengua.

* Papilas circunvaladas. Se encuentran en la parte caudal del dorso.

* Papilas foliadas: situadas rostralmente a los arcos del paladar blando.



et 0/ Dientes

\ El ganado rumiante no tiene incisivos
‘ *ﬁ,T_L_Raiz dela

lengua superiores, pero la losa de dientes sustituye su
- Papilas . 7 - .
.%Vmadas funcion através de las encias. (Tabla 1)
Faringe

4—— Tono lingual
.__ Fosa lingual Es una estructura que controla el pasaje de los
alimentos a los demas Organos de sistemas
como el estbmago e intestinos. En ella se
encuentra los cartilagos aritenoides, que hacen
%:;f;'fnfes que durante la deglucion se cierre la abertura

laringea. También existe la epiglotis que se

Bovino cierra impidiendo que los alimentos entren al

tracto respiratorio. (Figura 3)
Figura 2 Estructura de la lengua del

bovino (INT, 2016). Eséfago
Es un tubo musculoso, largo de forma cilindrica que va desde la faringe hasta el
cardias o entrada del estbmago, se origina en la faringe por detras de la laringe y
desciende por detrds de la trdquea hasta la tercera vértebra cervical
aproximadamente, de alli se coloca de forma lateral izquierda y cuando llega a
altura de la sexta vértebra cervical se ubica dorso lateralmente, luego recobra su
ubicacion dorsal y atraviesa asi al diafragma, su funcién es impulsar el bolo
alimenticio hacia el estdbmago, a través de movimientos de contraccion
(peristaltismo).

Tipos de dientes

Deciduos Permanentes
| C P | C P M

0 0 3 0O 0 3 3
Figura 3 Tabla 1. Numero total de
4 0 3 4 0 3 3 dientes en el bovino (INT, 2016).



Estomago

En el caso de los rumiantes como los bovinos, ovinos y caprinos. Este tipo de

estbmago se encuentra dividido en cuatro compartimentos.

El estbmago de los rumiantes es muy grande y ocupa casi las 3/4 partes de la
cavidad abdominal. Esta ubicado en la mitad izquierda de la cavidad abdominal y
se extienden hacia la cavidad derecha. El estbmago de los rumiantes esta

compuesto y dividido en cuatro compartimentos:
1. Rumen (panza, herbario)

2. Reticulo (bonete, redecilla)

3. Omaso (librillo)

4. Abomaso (estdbmago verdadero,

cuajar).

Intestino grueso

Es la continuacion del ileon, es Cavidad
bucal

corto y de aspecto cerrado al final.

Mientras tanto, el ciego es también la Figura 4 Faringe bovina (INT, 2016).
parte mas ancha del intestino. Debido
a que es cerrado, es probable que se acumule el exceso de gas producido durante

la anomalia de la fermentacion. Posee tres partes: ciego, colon y recto.
Ciego

Tiene forma de saco, continla anteriormente con el colon y la demarcacion entre
ellos estd dada por la desembocadura del ieon. La extremidad ciega es
redondeada y se ubica al lado derecho de la entrada de la pelvis. El ciego de los

rumiantes es relativamente pequefio.

Colon



Su didmetro disminuye posteriormente. Se divide en asa inicial, laberinto y asa

terminal. Se continla con el recto.

Recto

Es la parte final del tubo digestivo. Se encuentra recubierto por peritoneo y termina

en el ano.

Reticulo-Rumen Pancreas

Esofago

il 'f

Boca _ : l ‘

Omaso r |

Ciego

Higado Intesti 2

AliGinase ntestino
delgado )
Vesicula
biliar

Intestino grueso
Ano

\/

—

Figura 5 Sistema digestivo de rumiantes (INT, 2016).

APARATO REPRODUCTOR DEL MACHO

Los machos de

las distintas especies domésticas presentan aparatos

reproductivos diferentes, adaptados a su morfologia corporal, medio en que

evolucioné y sus necesidades. Dentro de esta diversidad, hay 6rganos que

aunque poseen forma diferente, cumplen

las mismas funciones en todas las
especies. (Figura 6) El aparato genital del

macho consta de las siguientes partes:
* Testiculos
» Conductos espermaticos

» Glandulas accesorias

Conducto f
deferente ™™

Rete
Testis

Epididimo

Tabulos
seminifieros

Lobulillos

Figura 6 Testiculos (INT, 2016).
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« Organo copulador

Testiculos

Son los principales 6rganos de la reproduccion en los machos y se localizan en la
region inguinal, son de forma oval. Los testiculos del toro miden entre 10-16 cm de
longitud, 4-9 cm de ancho y 5-8 cm de grosor; sin embargo, el tamafio depende de

la edad, raza, especie y desarrollo corporal del animal.

Son dos glandulas de secrecion mixta, formadas por tdbulos seminiferos donde
ocurre la espermatogénesis (produccién de espermatozoides), entre los que se
encuentra células intersticiales que producen la hormona sexual masculina
(testosterona). La posicion de los testiculos en el escroto y la direccion de su eje

longitudinal en relacién con el cuerpo, varia con las especies. (Figura 5)
Escroto

Tejido que cubre y protege a los testiculos en aquellas especies donde se
encuentran expuestos. El escroto es una estructura termorreguladora que
mantiene una temperatura 4 a 7 °C menor que la corporal, permitiendo una
temperatura adecuada para la espermatogénesis. Cuando el animal es expuesto a
bajas temperaturas el escroto se recoge, acercando los testiculos al cuerpo y

viceversa.
Conductos espermaticos

Epididimo: se localiza sobre el margen dorsal del testiculo. Anatomicamente,
consta de tres partes: cabeza, cuerpo y cola; ésta Ultima parte se continla con el
conducto deferente. El epididimo tiene como funcidn transportar, concentrar,
madurar y almacenar los espermatozoides para en el momento de la eyaculacion
pasar a los conductos deferentes y ser expulsados. Si no hay eyaculacion los

espermas son absorbidos por las células de la cola del epididimo.

Conducto deferente: es un tubo que emerge del extremo de la cola del epididimo,

pasa por la region pélvica donde se une a la uretra en su origen. Su funcién es
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transportar los espermatozoides desde el epididimo a la uretra al momento de la
eyaculacion. Junto con los vasos y nervios que se dirigen al testiculo constituyen

el cordon espermatico.

Vesicula seminal: son érganos pares localizados en la cavidad pélvica, tienen

forma alargada, lobulada y estan formadas por grandes lobulillos. Pueden ser

palpadas por via rectal (bovino). La
Prostata Vesicula seminal

secrecion de estas glandulas | cisnduia

bulboure!(al\.v

constituye cerca de la mitad del o = 4 TR :

eyaculado.

Uretra: canal que conduce la orina
Conducta deferente

fuera de la vejiga, también conduce
los espermatozoides. Comienza en el
orificio uretral interno y termina en el Testiculo

orificio uretral externo, situado en el

Prepucio
Epididimo

vértice del pene. La porcidn

preprostatica solo transporta orina; el
resto llevara orina durante la miccién o Figura 7 Aparato reproductor del toro (INT,

y 2016).
semen durante la eyaculacion.

Préstata: se le conoce dos porciones
» Cuerpo
* Porcion diseminada

El cuerpo de la prostata es una pequefia protuberancia trasversal en forma de
anillo que rodea la uretra en su parte superior. En algunos animales es dificil
detectar a la palpacién ya que puede ser muy pequefia 0 no existir. La porcién
diseminada de la prostata se encuentra distribuida en toda la longitud de la uretra

bajo una capa muscular, porlo que no es detectable por medio de la palpacion.
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Su funcién es ayudar al control urinario mediante la presién directa contra la pared
de la uretra que rodea. Produce liquido prostatico que forma parte del semen, esta
sustancia proporciona un medio adecuado para la supervivencia de los

espermatozoides.

Glandulas accesorias

Se agrupan alrededor de la uretra pélvica. Estas glandulas secretan buena parte
del liquido seminal, indispensable para transportar a los espermatozoides, medio
de su nutricion y amortiguador contra el exceso de acidez del aparato genital

femenino.

Organo copulador

Pene: es un organo que tiene doble funcidn: la expulsion de la orina y la del
depésito de semen en el aparato genital de la hembra. En el pene de los

mamiferos se encuentran tres cuerpos cavernosos, los cuales rodean a la uretra.
» Cuerpo esponjoso del pene

» Cuerpo cavernoso del pene

» Cuerpo esponjoso del glande

Estos cuerpos cavernosos tienen la propiedad de llenarse de sangre y producir la
ereccion, en el caso del pene de los rumiantes se observa el pene fibro-elastico

los cuerpos cavernosos son menos desarrollados.

En estas Ultimas especies (rumiantes) se encuentra una flexura caracteristica
(Flexura sigmoidea o “S” peneana), la cual se distiende por la relajacion de los
musculos retractores del pene durante la ereccidn y vuelve a su posicion de

descanso por la concentracion de estos musculos.
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El bovino tiene un glande en forma de punta de lanza, el de ovino y caprino se
asemeja al del bovino pero presenta una prolongacion uretral de 4 a 5 cm; el cerdo
no tiene una estructura que se diferencie del cuerpo del pene; el glande en si es

una continuacién que termina en forma del tirabuzén (CG, 1995).
Prepucio

Es una estructura desarrollada a partir de la piel. Su funcién es proteger el pene.

Edad en meses Circunferencia escrotal (cm)
Menor o igual a 15 30
16 - 18 31
19-21 32
22-24 33
25 0 mas 34

En los rumiantes se le considera constituido por dos porciones: porcion peneana y

porcién prepeneana (INT, 2016).

DETERMINACION DE LA PUBERTAD DEL MACHO
La pubertad se define como el inicio de la vida reproductiva del toro y es de vital
importancia porque determina el momento en que el macho reproductor tiene la
mejor edad para colectar semen cuando se utilice la inseminacion artificial. Puede
definirse también la pubertad como el tiempo durante el cual los 6rganos sexuales
del toro estan funcionalmente desarrollados, el instinto sexual es prominente y la

reproduccion es posible (Troconiz, et al., 1998).

En los machos se han relacionado varios criterios para definir la pubertad, asi;
circunferencia escrotal de unos 28 cm, elevacion de los niveles séricos de
testosterona y separacion de la mucosa prepucial del pene. Sin embargo, el hecho
mas deficiente es la presencia de espermatozoides en le eyaculado. Tomandose
como parametro de pubertad una concentracion espermatica de 50x 10® y una
motilidad minima de 10%. La pubertad en el macho recibe la influencia de varios

factores como la raza, el plano nutricional y factores ambientales. Las razas Bos
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Indicus llegan a la pubertad a mayores edades que las razas Bos Taurus europeas
(Nolan, et al., 1990).

Figura 8 Tabla 2. Perimetro escrotal (Spitzer, 2000).

EVALUACION REPRODUCTIVA DEL MACHO
La evaluacién reproductiva del toro incluye aspectos como el desarrollo testicular y
su relacion con la manifestacion del deseo sexual, la capacidad de monta y la

calidad del semen eyaculado (Cardozo et al., 2002).

La circunferencia escrotal es un indicador eficiente y repetible para predecir la
habilidad futura del toro en la produccion de espermatozoides, de tal manera que
los toros con adecuado desarrollo escrotal para su edad, poseen una alta
probabilidad de ser buenos reproductores que aquéllos con circunferencia escrotal

pequena (Chennoweth et al., 1975).

Circunferencia escrotal
La circunferencia escrotal (CE) es uno de los componentes basicos del examen de
la fertilidad potencial del toro y la caracteristica individual mas importante para

mejorar la eficiencia reproductiva de los hatos.

Los valores de la circunferencia escrotal estan correlacionados de manera
estrecha con la produccion de espermatozoides por el testiculo, motivo por el cual
se constituyen en un gran indicador de la fertilidad del toro. Los testiculos muy
pequefios implican un deficiente desarrollo del tejido productor de
espermatozoides. Para que los valores mencionados resulten validos es necesario
asegurar que los testiculos sean normales, ya que las condiciones patologicas

podrian hacer variar su tamarfio (Coijlter et al., 1987).

Es posible encontrar variaciones en el tamafio de los testiculos en animales
normales; por lo general, los toros de razas lecheras tienen testiculos mas
grandes que los de razas de carne. La circunferencia escrotal es un indicador
eficiente y repetible para predecir la habilidad futura del toro en la produccién de

espermatozoides, de tal manera que los toros con adecuado desarrollo escrotal
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para su edad, poseen una alta probabilidad de ser buenos reproductores que

aguéllos con circunferencia escrotal pequefa (Higdon et al., 2000).

Hoy en dia se acepta a nivel mundial el perimetro escrotal como un indicador de

gran valor en la evaluacion reproductiva de los toros (Spitzer, 2000). (Tabla 2)

Analisis del semen
Caracteristicas macroscoépicas: Las caracteristicas macroscopicas a evaluar en

semen de bovinos son; volumen, color, olor, aspecto, densidad macroscopica.

Volumen

El volumen del eyaculado se expresa en mililitros (mL), y su lectura se hace por
medio de un tubo recolector graduado. Normalmente dicho valor, para el
eyaculado de toros, es de aproximadamente 2 mL en animales jovenes y en

animales adultos =a 4 mL, llegando hasta 12 mL. (Bearden, et al., 1982).
Color

Esta caracteristica se evalta por medio de la visualizacién en el laboratorio. El
color del eyaculado depende del contenido de riboflavina, siendo normalmente
desde blanquecino marfil hasta amarillento. Una coloracién rojiza, indica la mezcla
con sangre fresca; si el color es pardo, indica la presencia de sangre mas vieja
(hemolizada), denominandose ambos tipos como hemospermia. Una coloracion
gris indica contaminacion. Los eyaculados sin espermatozoides tienen una
coloracién amarillo-verdosa y son de apariencia acuosa. El pus en el eyaculado se
reconoce frecuentemente por la presencia de floculos, denominandose piospermia
(AST, 1992).

Olor

Las muestras de semen recolectadas higiénicamente, de toros sanos y fértiles,

tienen un débil olor sui géneris.

Aspecto
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El aspecto depende del nimero de espermatozoides/mm3, de los componentes de

secrecion de las glandulas accesorias y de eventuales agregados como: sangre,

pus, células epiteliales y contaminacién externa (Ballester et al., 2007).

Densidad

Esta evaluacion debe ser verificada en la evaluaciébn microscopica, en la cual se

calcula con gran precision la concentracion espermatica, mediante el uso de la

camara de Neubauer o cualquier método de cuantificacién de concentracién, como

el espectrofotdmetro.

En el caso de los bovinos, la densidad macroscopica se clasifica en:

o Azoospérmico: ausencia de espermatozoides en el

eyaculado.

» Oligozoospérmico: < 200 millones espermatozoides/mL.
» Ralo: 200-500 millones espermatozoides/mL.

» Semi-denso: 500-800 millones espermatozoides/mL.

» Denso: 800—1.500 millones espermatozoides/mL.

» Densisimo: = 1.500 millones espermatozoides/mL (Amann
et al., 1980).

Caracteristicas microscopicas

El analisis morfolégico de los espermatozoides es uno de
los principales componentes de la evaluacion de las
caracteristicas de una muestra seminal. La valoracion de la
morfologia del espermatozoide se basa en la relacién

directa que haya entre la proporcion de espermatozoides

nucleo
membrana

o centricios
vaina
mitocondrial | 8| > mitocondrias

a8

vaina firosa

cola
&l filamento
axal contlene
2., %) la ordenacién
Ba? de
microtibulos
(9 + 2) tipica
de cilios y
flageics

\
pleza terminal |

Figura 9 Morfologia del
espermatozoide (Hidalgo,
2002).

anormales en el eyaculado, el tipo de defecto morfolégico y su relacién con la

fertilidad in vivo de los toros.
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Atendiendo a una clasificacion estrictamente morfologica, las anomalias que
puedan generarse se clasifican en anomalias en la cabeza, en el tracto intermedio
y en la cola. Segun el 6rgano donde pueden haberse generado diferenciamos las

anomalias primarias y secundarias.
Motilidad

La motilidad es uno de los parametros mas importantes de la analitica seminal.
Hasta hace pocos afios el estudio de la motilidad espermatica se hacia
exclusivamente mediante métodos semicuantitativos. Estos métodos evaltan el
porcentaje de espermatozoides moviles, asi como el tipo de movimiento que

presentaba la media de una poblacion espermatica (Hidalgo et al., 2002).

Las caracteristicas microscopicas a evaluar en el semen de bovinos son: motilidad

masal, motilidad individual, viabilidad.
Motilidad masal

Por movimiento de masa se entiende, el movimiento en onda de todos los

espermatozoides, observado en los eyaculados densos.

Motilidad individual
La motilidad individual de una muestra de semen se expresa como el porcentaje

de células maoviles bajo un campo microscépico (Aguero, 2012).

Viabilidad

La rotura de la membrana plasméatica esta claramente asociada con la pérdida de
viabilidad celular, pero una membrana plasmatica intacta no siempre indica que la
célula sea viable. El procesado del semen, incluida su criopreservacion, es
“estresante” para el espermatozoide y afecta, primeramente, a sus membranas.
Los dafios que pueden producirse en éstas pueden ser modificaciones en su
organizacion, permeabilidad y composicién lipidica. Las membranas esperméaticas
que pueden verse afectadas por la criopreservacion incluyen la membrana

plasmatica, la membrana externa del acrosoma y las membranas mitocondriales.
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Estado del cromosoma

El acrosoma juega un papel fundamental en la
fecundacion y esta importancia hace que
convenga realizar una valoracion especifica del
mismo. En un espermatozoide que tenga el
acrosoma en perfectas condiciones se pueden
distinguir tres regiones claramente

diferenciadas en la cabeza: la zona acrosomal,

con un borde apical, la zona postacrosomal y

Figura 10 Izquierda, espermatozoide con )
acrosoma intacto. Derecha, el segmento ecuatorial entre ambas. Las

espermatozoide con acrosoma dafiado

(Hidalgo, et al.. 2002). muestras seminales con alta proporcion de

acrosomas alterados o0 ausentes suelen tener
una fertilidad baja (Hidalgo et al., 2002).

CRIOCONSERVACION

La criopreservacion de los espermatozoides bovinos es una herramienta utilizada
en la biotecnologia reproductiva para difundir el germoplasma de animales
genéticamente valiosos (Anzar y Graham, 1995).

El semen usado en la inseminacién artificial es mantenido fuera del reproductor
durante horas y dias, como en el caso del semen fresco y hasta afios en el caso
del semen congelado. Estos espermatozoides tienen contacto con el medio
ambiente y para que no pierdan su poder fecundativo, el semen recibe cierto
tratamiento que alargan la vida de los espermatozoides y hacen posible que
conserven su movimiento. Este tratamiento que prolonga la vida de los

espermatozoides lo denominamos “Conservacion” del semen (M. A., 2003).
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Por medio de la crioconservacion se busca la estabilizacion de las células a
temperaturas criogénicas (-196 °C), donde se detiene la actividad metabdlica,
permitiendo su preservacion por periodos de tiempo indefinidos (Cruz et al., 2006).
La estructura y composicion de las membranas plasmaticas determinan los
principales eventos celulares que tienen Ilugar durante los procesos de
criopreservacion; las bajas temperaturas afectan la difusion y 6smosis a través de
las membranas y cada célula maneja su propio perfil biofisico el cual interactda
con diferentes criopreservantes celulares (Avila et al., 2006).

Los lipidos (colesterol y &cidos grasos) como componentes mas abundantes de la
membrana plasmatica, determinan la fluidez y resistencia de la membrana durante
los procesos de criopreservacion. EI empaquetamiento y la posicion de estas
moléculas en las bicapas determinaran la rigidez de las membranas y por tanto el
transporte de moléculas. Este transporte a través de las membranas es el punto

critico para la supervivencia celular posdescongelacion (Lotan, 1981).

En las bicapas, los acidos grasos de los fosfolipidos se posicionan en paralelo los
unos a los otros mientras que el colesterol se intercala entre ellos. Este
empaquetamiento de las cadenas hidrofébicas hace que interaccionen entre ellas
y se estabilicen por fuerzas de van der Waals. Cuanto mas dificil sea este
empaquetamiento mas fluida serd la membrana. Cuanto mas larga es la cadena
del acido graso, mas facilmente se forman estas uniones y mas rigida es la
membrana, la existencia de dobles enlaces en las cadenas hidrofébicas de los
fosfolipidos de la membrana introduce cambios de orientacion en las cadenas y
hace que estas moléculas no interaccionen tan facilmente entre siy por tanto que
la membrana sea mas fluida. La presencia de moléculas de colesterol en la bicapa
le proporciona rigidez a temperaturas fisioldgicas por la union de sus anillos a las
cadenas de acidos grasos (impide su libre movimiento y por tanto disminuye la
fluidez) pero impide, por razones estéricas, que las cadenas de acidos grasos se
empaqueten libremente (cristalicen) al disminuir la temperatura aumentando, en

ese momento, la fluidez de las membrana (Mathews et al., 2003).
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Las membranas celulares son las estructuras que sufren mayor dafio en los
procesos de congelacion en general debido a la pérdida de fluidez de sus
componentes lipidicos, la transicion de lipidos fluidos a solidos se da a una
temperatura de 10°C - 16°C alterando de esta manera las funciones de la
membrana y dandole un alto grado de fragilidad, durante la deshidratacion celular
gue tiene lugar en el proceso de congelacion se puede presentar una pérdida de
lipidos lo cual afectaria la integridad de la membrana plasmética por pérdida de su
capacidad de expansion durante la rehidratacién al volver a condiciones isotonica
(Seidel, 2006).

Varela et al.,(2019) comenta que Chen et al., (2015): Bilodeau et al., (2000) y
Andrabi, (2009), hablan que el procedimiento de criopreservacion genera
diferentes tipos de estrés en los espermatozoides, entre ellos el estrés oxidativo, el
cual es ocasionado por la excesiva produccidon de especies reactivas de oxigeno
(ERO), que disminuyen el perfil de las enzimas antioxidantes, debido a la alta
susceptibilidad de los espermatozoides, a pesar de que cuentan con sistemas de
defensa antioxidante enzimético.

Varela et al.,(2019) comenta que Lone et al., (2018) explica que el sistema de
defensa antioxidante enzimatico estd compuesto por la superdxido dismutasa
(SOD), la catalasa (CAT), la glutation peroxidasa (GPx) y la reductasa, las cuales
son importantes para mantener la viabilidad, la integridad de la membrana
plasmatica y acrosomal, la movilidad y el ADN de los espermatozoides bovinos.
Las consecuencias del estrés oxidativo se pueden disminuir suplementando los

diluyentes de congelacion con antioxidantes (Baie et al., 2017).

Agentes crioprotectores

Los criopreservantes son sustancias hidrosolubles y de baja toxicidad, que
disminuyen el punto eutéctico de una solucién dada, (punto en el cual una
composicion dada de A y B solidifica como un elemento puro), el descenso del
punto eutéctico implica que se alcanzara una concentracion dada de solutos a una
temperatura menor, de forma que la célula estard mas deshidratada y el gradiente

osmotico al que estard sometido sera menor (Garcia, 1984)/ (Porcu et al., 2001).
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Crioprotectores penetrantes

Son de bajo peso molecular y permeable a través de la membrana celular. Son

utilizados: el glicerol, el dimetilsulfoxido (DMSO) y propanediol (PROH).

Su accion crioprotectora se atribuye principalmente a su habilidad de prevenir
acumulacién excesiva de electrolitos y otras sustancias durante el proceso de
congelamiento, y la formacién de cristales de hielo que rompen la estructura de la
membrana, su bajo peso molecular permite la entrada rapida través de la

membrana celular (Garcia, 1984).
Crioprotectores no penetrantes

Son sustancias de alto peso molecular, efectivas a velocidades altas de
congelacién, son importantes por ejercer su accion crioprotectora promoviendo la
rapida deshidratacion celular y suelen usarse asociados a los agentes

penetrantes. Los mas utilizados son: sacarosa, glucosa, dextrosa y dextrano.

Estos compuestos generalmente son polimeros que forman puentes hidrégeno
con el agua, reduciendo la actividad de agua a una magnitud mucho mayor que la

gue se predeciria por su concentracion mola (Hunt et al., 2003).

Métodos de criopreservacion

La congelacion ultrarrapida fue originalmente descrita para la congelacion de
embriones. Implica la rapida deshidratacion celular, utiizando altas
concentraciones de crioprotector, usualmente DMSO y sacarosa, seguida de

inmersién en nitrégeno liquido.

La vitrificacion tampoco requiere la utilizaciéon de un congelador programable; se
basa en la congelacion rapida en una mezcla de altas concentraciones de
crioprotectores, que a bajas temperaturas aumentan su viscosidad formando un

sélido amorfo, sin formacion de hielo (Boiso, 2001).
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CONSERVACION DEL SEMEN
En la actualidad solo se utiliza el método de conservacion por congelacién, debido
al avance de la tecnologia en cuanto a envases de semen congelado, instrumental
necesario para la inseminacion y los tanques criogénicos de diferentes

tamafios que permiten llevar la inseminacion a lugares de dificil acceso.

El semen podemos conservarlo a tres diferentes temperaturas. En temperatura
ambiente o sea a 25°C, en refrigerador a 5°C por congelacion en nitrégeno liquido

a -196°C bajo cero.

Para que el semen colectado de un toro no sufra durante el proceso de
conservacion, es necesario darle ciertas sustancias energéticas y protectoras.

Estas sustancias estan contenidas en el dilutor.

El dilutor, es una solucion de sustancias nutritivas y protectoras con el cual se

mezcla el semen para:

- Aumentar el volumen del evacuado, para poder inseminar el mayor nimero

posible de hembras.

- Mantener vivos los espermatozoides el mayor tiempo posible, esto se logra

porque el dilutor contiene nutrientes, sustancias protectoras, etc.

- Para evitar que el semen diluido se propague de gérmenes de

enfermedades, los dilutores contienen antibiéticos (M. A., 2003).
Manejo de la conservadora del semen o tanque de hidrogeno

La conservadora o termo es la unidad criogénica indispensable para la
conservacion del semen destinado a la Inseminacién Artificial, siendo el nitrégeno
liquido la fuente de frio (-196 °C). Por lo tanto, es conveniente conocer como
debe tratarse para su mejor funcionamiento y duracién, ya que un trato
inadecuado trae como consecuencia la pérdida de su capacidad conservante y por

consiguiente la pérdida del material seminal.

Tipos de tanques: Existen en el mercado distintos tipos de tanques, segun los

usos para los que son destinados:
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De trabajo: estos estan
caracterizados por ser de larga
autonomia estatica o de trabajo,
pero son mas fragiles, de ahi que
son recomendados para
inseminaciones, y no para
transporte de nitrégeno y/o semen

congelado. Estos tanques son

generalmente de una capacidad de Figura 11 Almacenamiento de semen (M. A., 2003).
17 a 33 litros, con seis canastillas,

para separar los lotes de paijillas u otra presentacién de semen congelado. (Figura
9)

De transporte: hay grandes y chicos, los primeros de 50 Its. En adelante, son
usados por bancos de semen o para proveer de nitrégeno liquido a varios
establecimientos. Los chicos (5 a 10 litros), son para transporte de semen
congelado y nitrégeno. Estos tanques si bien tienen mayor resistencia al

transporte, tienen mayor consumo Yy menor autonomia.

Para depdsito: de 30 a 40 litros en adelante, y son utilizados por bancos de semen

o grandes establecimientos. Los modernos son de poco consumo (M. A., 2003).

ESTRUCTURA DE LA CONSERVADORA O TANQUE DE NITROGENO
LiIQUIDO

Es un recipiente con doble pared (Figura 10) la interna de una aleacion especial es

— capaz de soportar
CONSELADOR  PORTATIL
(TANQUE DE NITROGENO LIQUIDO). temperaturas

extremadamente frias (-
196 °C), en cambio la

externa es para resistir

las oscilaciones térmicas

ambientales. Entre las

D TG EXTOROR

RO UPLCH D Lista
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dos paredes el unico punto de contacto es el cuello, del cual esta suspendido el
recipiente que aloja el nitrégeno liquido (NL), y constituye el punto mas fragil, por
ser dicha union una soldadura no metalica. Entre ambas paredes existe un
espacio que actia como aislante, cuyo principio es el vacio, ademas topes para

amortiguar los sacudones.

Para evitar la conduccion y escape de frio por los brazos de las canastillas, entre

Figura 12 Corte esquematico del termo de nitrégeno liquido el enganche del cuello y el

(M. A., 2003). recipiente, no hay

continuidad metalica, porque de lo contrario se aumenta el gasto de nitrégeno
liquido. Las tapas de material aislante (tecnopor,
corcho, plastico, etc.), cubren todo el cuello y poseen
espacios para alojar los brazos de las canastillas.
Estas estan sujetas por un enganche en el cuello y
una guia a modo de soporte, con forma de estrella en

el fondo de la conservadora (M. A., 2003).

Figura 13 Muestra de pajillas en contenedor de
nitrégeno (Rivera, 2016).

Recomendaciones para el manejo del semen congelado

» Eltanque con las dosis de semen debe estar protegido de las altas temperaturas

y ubicado en un cuarto higiénico.
» Use siempre guantes protectores de lana o algodén.

* Use anteojos protectores, para evitar lesiones en los 0jos que pueda producirse,

al explosionar violentamente las pajillas mal selladas.

» Debe observarse frecuentemente el nivel del nitrégeno liquido. Es recomendable

gue el nivel esté siempre por encima de las dosis de semen.

« Ubique en su recipiente criogénico (tanque de nitrégeno liquido) la canastilla

que contiene el semen a utilizarse.
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» Tome al asa de la canastilla y levante solo hasta 7.5 cm. del borde del cuello.
» Ubique la varilla que contiene el semen a utilizar.

« Con una pinza adecuada tome la pajilla y rapidamente llévela al termo
descongelador el cual debe contener agua a una temperatura de 38°C a 40°C (si
por una equivocacion ha tomado una pajilla diferente y la ha extraido para leer el
nombre del toro, no la vuelva a introducir, deséchela) El descongelamiento brusco
se realiza para evitar que la etapa de cristalizacion de los liquidos dafie a los

espermatozoides, esta etapa es la siguiente:

-60°C = Cristales cubicos -70°C = Cristales hexagonales -80°C = Cristales

amorfos.

« Por ningun motivo descongele la pajilla en el bolsillo, porque se pasa muy
lentamente la etapa de cristalizacion de los liquidos perdiéndose un 25% de
fertilidad

* Dejar la pajilla sumergida en el agua por espacio de 12 a 15 segundos, si se
trata de la pajilla de 0.50 c.c. 0 de 7 a 9 segundos si se trata de pajillas de 0.25

c.c.
* Sacar la pajilla del agua y secarla con cuidado con un pafio.

» Sacudir suavemente la pajilla para permitir que la burbuja de aire se desplace al

extremo cerrado en el laboratorio.

* Cortar la pajilla por el extremo cerrado en el laboratorio (burbuja de aire) de
preferencia por medio de una corta pajilla o con una tijera afilada en forma

horizontal.

* Las paijillas sufren méas rapidamente los efectos de los cambios de temperatura

por lo que deben extremar cuidado en este sentido

* Antes de comenzar los servicios se debe comprobar la aptitud del semen, ya

gue durante el envio desde el centro de L.A., o al efectuar alguna transferencia, las
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células de esperma pueden haber sufrido efectos letales encontrandose con

motilidad reducida o nula (Rivera, 2016).

. Al retirar dosis para inseminacion o control, nunca debe retirarse
completamente la canastilla conteniendo el material fecundante. En lo posible esta
no debe sobresalir de la boca del termo, de esta forma no se expondran las dosis

a cambios bruscos de temperatura.

* No se debe exponer el semen a las temperaturas elevadas de la boca del termo
(Figura 12) por mas de 10 a 15 segundos. Debe tenerse presente que la

temperatura en el interior del termo es alrededor de 160 °C bajo cero.

-109°
=147

-1G#*

Figura 14 Rango de temperatura en la boca del termo
(Rivera, 2016).
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