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RESUMEN:

El plasma seminal (PS) de caprinos interactia con componentes de la yema de huevo
(YH) produciendo dafios al espermatozoide (Spz). El congelado-descongelado altera
los Spz afectando la fertilidad (F) del semen (S). La calidad (C) del semen congelado
se deteriora en los 6 meses posteriores a su congelacion en nitrégeno liquido. En otras
especies, la resuspensién pos descongelado de Spz en PS mejor6 su C. Los objetivos
del presente trabajo fueron: Comparar el comportamiento de la C espermatica in vitro
(iv) de semen caprino (SC) congelado (Cong) en un diluyente sin proteina de origen
animal y dos con diferente contenido de YH; Evaluar si existe deterioro de la calidad iv
del SC durante 6 meses de conservacion en N, liquido (N,L); Comparar la F in vivo
(ivv) del S Cong en los tres diluyentes evaluados en la raza Saanen; Determinar si la
adicion de PS caprino a espermatozoides congelados/descongelados mejora la
calidad espermética; Evaluar si la “raza” afecta la calidad espermética del semen
congelado/descongelado. Realizandose 3 experimentos donde se evaluaron: 1°: Los
efectos de los Tratamientos (T) de Cong Yy el tiempo de almacenamiento en N,L (T1:
dilucién en Tris-Acido Citrico-Fructosa (TCF)+YH 2%; T2: lavado de los Spz y luego
dilucién en TCF+YH 12% y T3: dilucion en medio comercial a base de lecitina de soja
(LS): “Bioxcell’®-IMV); 2°: La F ivv de los T de Cong en la raza Saanen y 3°: El efecto
de la raza y del agregado de PS pos descongelado. Los experimentos 1 y 3, se
analizaron mediante ANOVA (p<0,05) utilizando un DBCA, usando el PROC MIXED y
en el 2 se analiz6 a través del PROC GENMOD (SAS V 8.0). Concluyendo que el SC
Cong en diluyente con LS no presenta mayor C espermatica iv ni mayor F ivv que el S
Cong en diluyentes conteniendo YH. En los 6 meses de almacenamiento en N,L
evaluados, el SC pierde algunas caracteristicas que hacen a su C. La adiciébn pos
descongelado de PS homologo en la raza Criollo luego de 2 horas de incubacion
mejora la motilidad y el vigor de los Spz. La raza no afecta la C espermatica del semen
congelado/descongelado.

Palabras Clave: Macho Caprino, Semen Congelado, lecitina de soja, evaluacién
in vitro e in vivo, Plasma seminal.
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ABSTRACT

The seminal plasma (SP) of goats interacts with components of the egg yolk (EY)
producing damages to the sperm (Spz). The frozen-thawed alters the Spz affecting the
fertility (F) of the semen (S). In the first six months of conservation in liquid N, (LN,)
report of exists deterioration of viability (V) of frozen (Frz) semen. In other species, the
resuspension pos thawed of Spz in SP improved his V. The aims of the present work
was: To compare the in vitro (iv) behavior of the spermatic V of goats semen (GS) Frz
in a extender without protein of animal and two with EY's different content; To evaluate
if there exists deterioration of the iv quality of Frz GS in the six months of conservation
in LN,; To compare the F in vivo (ivv) of extenders of GS Frz in Saanen goats; To
determine if the addition pos thawing of SP of the Saanen and Criollo goats it improves
the motility and spermatic survival of the evaluated extenders; To evaluate if the
"breed" affects iv spermatic survival. Three experiments being realized where they
were evaluated: 1°: The effects of the Treatments (T) of Frz and the time of storage in
LN, (T2: dilution in Tris- Citric acid-Fructosa (TCF) +EY 2 %; T2: wash of the Spz and
then dilution in TCF+YH 12 % and T3: dilution in commercial extender based on
soybean lecithin (SL - "Bioxcell” ®-IMV); 2°: The F ivv of the T de Frz in the breed
Saanen and 3°: The effect of the breed and the pos thawed addition of SP. The
experiments 1 and 3, were analyzed by means of ANOVA (p <0.05) using a DBCA and
the PROC MIXED and in experiment 2 it was analyzed across the PROC GENMOD
(SAS V 8.0). Concluding that the Frz GS in extender with SL no presents neither iv
spermatic V nor major ivv F that the S Frz in extenders containing EY’s. In 6 months of
storage in LN, evaluated, the S loses V. The addition pos thawed of equivalent PS in
the breed Criollo improves the motility and the vigor of the Spz. The breed does not
affect the iv spermatic survival.

Key Words: Buck, frozen semen, Soybean Lecithin, in vitro and in vivo

evaluation, Seminal Plasma.



1.- INTRODUCCION

La ganaderia caprina en nuestro pais desarrolla sus actividades para la produccion
de carne y pelo en sistemas extensivos 0 semi intensivos de cria en zonas aridas y
semi aridas, donde los regimenes pluviométricos no superan los 500 mm/afio. En
cambio la explotacion lechera es una actividad desarrollada en sistemas de
explotacion intensivos, desenvolviéndose principalmente en los oasis dentro de las
zonas de cria 0 en areas geograficas (Zona sub-humeda y humeda) que permiten la
implantacion de pasturas y cereales para cubrir las exigencias nutricionales de esta

actividad.

Ambas actividades productivas en las ultimas décadas han mostrado una notable
expansion. Producto del interés despertado son los numerosos programas nacionales
y provinciales de apoyo a ambas actividades y la existencia de una ley nacional de
promocién y apoyo a las actividades caprinas. Otro reflejo, son las importaciones de
animales en pie, semen y embriones de razas tanto para leche como para carne y pelo
realizadas a fines de la década pasada; ademas de la presencia, cada vez mas
comun, de productos elaborados con subproductos caprinos en supermercados y

centros comerciales.

La inseminacion artificial (IA) es la herramienta ideal para la difusién de biotipos
adecuados a nuestra realidad productiva, para el control de la reproduccion y para
implementar programas de mejora genética en cada una de las actividades

productivas de esta especie.

El caprino es una especie de actividad reproductiva estacional, afectada por
numerosos factores como la raza, la edad, la época de nacimiento, la temperatura
ambiente, la presencia de machos o hembras, el estado nutricional y el fotoperiodo
(Tron, 1986; Roca, 1991; Restall, 1992; Walkden Brown et. al., 1993; Alvarez Ramirez
et. al., 1999; Rivera, 2003). Debido a ello, la induccion y sincronizacion de los celos
asociada con la IA permite concentrar los nacimientos en un limitado periodo, lo que
facilita cubrir los requerimientos nutricionales y permite manifestar actividad sexual en

contra estacion reproductiva, etc.

En nuestro pais, estas tecnologias han tenido hasta el presente una escasa

difusién. Pero no es de descartar que en un futuro cercano, de la mano del desarrollo



alcanzado por el sistema productivo y los programas de seleccién local, la IA alcance
la difusion de otras regiones del mundo. Una de las limitantes de la difusion de esta
técnica reproductiva lo ha constituido la dificultad que existe en lo referente a la

crioconservacion del semen de caprino.

En esta especie, el mayor problema encontrado esta vinculado con la relacion
negativa existente entre el plasma seminal y algunos de los constituyentes de los
medios de preservacion, particularmente la leche descremada y la yema de huevo.
Esta interaccion se traduce en una disminucion de la motilidad y viabilidad del semen
criopreservado hechos que, por consiguiente, afectan negativamente la fertilidad final

del semen asi conservado.

La conservacion de espermatozoides en nitrogeno liquido tiene por finalidad la
interrupcion artificial de los procesos que conducen a su muerte. Numerosos trabajos
en caprinos reportan una pérdida paulatina de las caracteristicas que este semen
presentaba entre el momento del congelado en nitrégeno liquido y los 6 meses
posteriores. La pérdida de motilidad individual progresiva es la caracteristica mas

reportada, tanto en muestras congeladas con o sin plasma seminal.

La bibliografia consultada reporta diferencias de comportamiento entre razas a la
congelacion en presencia o ausencia de plasma seminal (Sin lavado: Raza Canaria:
Cabrera et al., 2005; raza Jamunapari: Chauhan et al., 1990; Raza Boer: Tuli et al.,
1994; Raza Saanen: Azerédo et al., 2001; y razas con lavado: No especifican Raza:
Corteel, 1975; Raza Angora: Ritar et al., 1982 y 1991; Raza Verata: Pintado et al.,
1991; Raza Saanen: La Falci et al., 2002, Raza Florida: Dorado et al., 2007). No se
han hallado reportes previos que comparen de forma el comportamiento de dos o mas
razas bajo un mismo protocolo de congelacion ni el efecto del agredo de plasma

seminal homologo.

Por otro lado, es conocido que la resuspensidn posdescongelado de
espermatozoides en plasma seminal (observado en ovinos y otras especies) mejora la
motilidad, disminuye los espermatozoides con reaccién acrosémica y aumenta la
capacidad de atravesar el mucus cervical. En ovinos, esta recuperacion se vio
reflejada en una mejora de la prefiez lograda por inseminacién artificial cervical
(Maxwell et al., 1999 b).

En base a lo expuesto se plantean las siguientes hipotesis y objetivos:



1.1.- HIPOTESIS

a.- El semen caprino congelado en diluyente sin proteina animal presenta mayor
calidad espermaética “in vitro” y mayor fertilidad “in vivo”, que el semen congelado en

diluyentes con yema de huevo,

b.- En el semen caprino conservado en nitrogeno liquido durante los primeros seis

meses de almacenamiento se afectan los pardmetros cualitativos,

c.- La adicion de ©plasma seminal caprino a espermatozoides

congelados/descongelados mejora la calidad espermatica,

d.- La raza no tiene efecto sobre la calidad espermatica del semen

congelado/descongelado.

1.2.- OBJETIVO GENERAL
Mejorar la eficiencia productiva de la ganaderia caprina facilitando el uso de la IA'y

la mejora genética.

1.3.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

a.- Comparar el comportamiento “in vitro” de la calidad espermatica del semen
caprino congelado en un diluyente sin proteina de origen animal y dos con diferente

contenido de yema de huevo,

b.- Comparar la fertilidad “in vivo” del semen congelado en los tres diluyentes

evaluados en la raza Saanen,

c.- Evaluar si existe deterioro de la calidad “in vitro” del semen caprino durante seis

meses de conservacion en nitrégeno liquido,



d.- Determinar si la adicibn de plasma seminal caprino a espermatozoides

congelados/descongelados mejora la calidad espermatica,

e.- Evaluar si la “raza” afecta la calidad del semen congelado-descongelado.



2.- REVISION BIBLIOGRAFICA:

2.1.- ASPECTOS GENERALES DE LA ESPECIE CAPRINA

La especie caprina, es quizas una de las especies animales que primero domestico
el hombre, relacion que dio comienzo hace aproximadamente 10.000 afios. Existen
indicios de la domesticacion de animales (ovejas, cabras y cerdos) y del cultivo de
algunos cereales (trigo, cebada y centeno en las pasturas de altura de las montafias
de Zagros, al sudeste de Turquia y norte de Siria, y las bajas planicies aridas de Iran e
Iraq (Zeder y Hesse, 2000). Son éstos, algunos de los lugares donde la humanidad

inici6é esta titanica tarea.

La cabra, al igual que otros animales (por ejemplo: el caballo y la vaca) no es
oriunda de América y fue introducida de la mano del conquistador espafiol, mas
precisamente en el segundo viaje de Cristobal Colon en el siglo XVI. Resabios de
estos animales, quedan aun en reconditos lugares de América. Se especula con que
nuestras cabras “Criollas” son descendientes de estos animales. Una caracteristica
que le es particular es su gran rusticidad; es capaz de brindar carne, leche, cuero y
pelo en las condiciones ambientales mas extremas, cualidades que sélo posee a

fauna silvestre y que le han hecho ganar el mote de “desertificadoras”.

De la mano del hombre, a través de la seleccion, se han producido razas muy
especializadas de altos rendimientos, como las Razas Saanen, Nubian, Alpina,
Toggenbur, Boer, Angora o Cachemira. Todas ellas presentes en nuestro pais.

- Caracteristicas de los caprinos

- La Raza Criollo. Generalidades, caracteristicas morfoestructurales, productivas

y reproductivas:

Dificil es establecer el origen racial de las cabras criollas, ya que el concepto de
raza no existia en la época de la conquista espafiola del continente Americano. Sin

embargo, las cabras introducidas en este territorio, dependiendo de la expedicion,



descienden de cabras provenientes del territorio continental de Espafia y Portugal,

inclusive de Africa y de las Islas Canarias (Capote et al., 2004).

En el actual territorio Argentino, las primeras 20 cabras ingresaron en 1536 de la
mano de Pedro de Mendoza en la primera fundacion de Buenos Aires, poco se sabe
del destino corrido por el ganado equino, bovino, ovino y caprino que conformé esta
primera expedicion, pero dificilmente hayan sobrevivido a las hostilidades encontradas
por los primeros habitantes espafioles de parte de los antiguos duefios de nuestro pais
(Revidatti, 2008). No fue sino hasta 1542, cuando Nuflo de Chavez ingresa 200 cabras
provenientes de Santa Cruz de la Sierra (Bolivia) a Asuncion (Paraguay) (Revidatti,
2008). Posteriormente en 1549, el fundador de Cérdoba, Jer6nimo Luis de Cabrera
introdujo cabras en esta provincia y ese mismo afio, Nufiez del Prado hizo lo mismo en
Tucuman (Revidatti, 2008). Mas aqui en el tiempo, Rivadavia durante su gestion como
Ministro de Gobierno y Relaciones Exteriores, en 1826 introduce de Turquia un plantel
de cabras Cachemiras y otro de Angora (Revidatti 2008). Luego, en distintos
momentos del siglo XX, se introducen animales de las razas Saanen, Anglo Nubian,

Toggenburg y Boer.

Sea uno u otro su origen, lo cierto es que este mosaico racial contribuy6é de manera
innegable a las caracteristicas mas notables de esta raza, su gran rusticidad y
excelencia productiva. Se especializa en producir carne, pero no deja de contribuir con
leche, pelo, cuero, guano, etc. Tal es su contribucidon, que las mas variadas
actividades humanas hacen uso de sus productos, lo que incluye alimentacion,
vestimenta, fertilizante ecolégico y hasta parte de fabulas y leyendas de nuestra

cultura.

Este es un animal de tamafio mediano a grande, con una altura a la alzada que es
variada en y entre sexos, encontrdndose animales machos de 70 a 86 cm de alzada
(Rossanigo et al., 1995; de Gea, 2000; Lanari et al., 2000; Bedotti et al., 2003; Lanari
et al., 2004 y 2005) y hembras de 65 a 80 cm (Rossanigo et al., 1995; de Gea, 2000;
Lanari et al., 2000; Bedotti et al., 2003; Lanari et al., 2004 y 2005). Su peso vivo oscila
entre los 56 a 95 kg en machos y 38 a 64 kg en las hembras (Rossanigo et al., 1995;
de Gea, 2000; Lanari et al., 2000; Bedotti et al., 2003; Lanari et al., 2004 y 2005). El
color predominante del manto es el blanco ya que los productores lo prefieren pues

permite distinguir los animales de la vegetacion a la distancia en el monte o en las



serranias, pero son comunes otros colores de manto como ser: negros, zainos, bayos,
siendo también comun observar capas compuestas (Rossanigo et al., 1995; de Gea,
2000; Lanari et al., 2000; Bedotti et al., 2003; Lanari et al., 2004 y 2005). Dependiendo
de donde nos encontremos geograficamente en nuestro pais, predomina el pelo corto
0 sino se presentan animales con pelos largos en todo el cuerpo o en partes de él,

principalmente las partes bajas del cuerpo.

Estos pelos pueden ser largos y lacios o inclusive débilmente ondulados
(Rossanigo et al., 1995; de Gea, 2000; Lanari et al., 2000; Bedotti et al., 2003; Lanari
et al., 2004 y 2005). Las pezuias y los cuernos son de color amarillo o negro,
dependiendo del color del manto, el tipo de cuerno predominante es el arqueado o
arqueado-espiralado (Rossanigo et al., 1995; de Gea, 2000; Lanari et al., 2000; Bedotti
et al., 2003; Lanari et al., 2004 y 2005). Es normal la presencia de barbilla, siendo en
la hembra inconstante. El desarrollo que presentan tanto los cuernos como la barbilla
es diferente entre los sexos, siendo en los machos mas desarrollados. Las orejas son
de tamafio mediano y se mantiene en posicion horizontal o levemente caida
(Rossanigo et al., 1995; de Gea, 2000; Lanari et al., 2000; Bedotti et al., 2003; Lanari
et al., 2004 y 2005). Las ubres presentan una forma globosa con pezones cortos y
bien definidos, normalmente no sobresalen de la estructura de proteccion que le
forman los muslos. También es comdn observar ubres con forma piriforme u oval
(Rossanigo et al., 1995; de Gea, 2000; Lanari et al., 2000 y 2004;).

La produccién principal son los cabritos mamones o lechales, cuyo peso al
nacimiento se encuentra influenciado por la epoca de nacimiento (de Gea, G. 2005;
Chagra Dib et al., 2005), el tipo de parto (Dayenoff et al., 1993; Chagra Dib et al.,
2005) y el sexo (Dayenoff et al., 1993; de Gea, 2005) (Tabla 1).

Tabla 1: Pesos al nacimiento de cabritos criollos segin época de nacimiento, tipo
de parto y sexo.

Tipo de parto Epoca de Nacimiento Sexo
Autor Simple Doble Triple Oto. Inv. | Prim. | Ver. | Macho | Hembra
Dayenoff et 2,9+0,5
2,9+0.6a | 2,6%0,5b ND ND ND ND ND 2,6+0,6b
al., 1993 a
Chagra Dib
2,9a 2,7b 2,1c 2,7ab | 2,5c 26¢c | 2,9a NS NS
et al., 2005

Letras distintas en una misma fila denota diferencia estadistica (p<0,05)
Referencias: ND: No disponible en la publicacién; NS: No significativo; Oto.: Otofio; Inv.: Invierno; Prim.:

Primavera; Ver.: Verano;




Estos cabritos se crian bajo un sistema de lactancia natural restringida,
vendiéndose entre los 30 y 180 dias de vida (Rossanigo et al., 1995; de Gea, 2000;
Lanari et al., 2000; Bedotti et al., 2003; Lanari et al., 2005;) con peso deres de 4,5a 9
kg (Rossanigo et al., 1995 y 1996; Chagra Dib et al., 1998; Leguiza et al., 2001 a y b;
De Gea, 2005; Bonvilliani et al., 2004; Domingo et al., 2005;). La produccién de leche
es muy variable, con valores de produccion diaria que varian de los 0,314 a 1,530 kg
(Rossanigo et al., 1995; Frigerio et al., 2000; Rabasa et al., 2002; Chagra Dib et al.,
2005) que no sobrepasa los 150 dias de ordefio (Rossanigo et al., 1995; Rabasa et al.,
2002). Siendo notable la caida que sufre la produccion lactea a partir de los 60 dias de
lactancia, este es un comportamiento tipico en razas con escaso o0 nula seleccion por
aptitud lechera. El porcentaje de grasa se encuentra en valores de 3,0 a 4,8% (Frigerio
et al., 2000; Roldan et al., 2002; Valdivia C. L., 2003).

El rasgo reproductivo mas sobresaliente es la prolificidad, encontrandose valores
que van de 1 a 2,28 (Rossanigo et al., 1995; de Gea, 2000; Bedotti et al., 2003; Vera
et al., 2003), con porcentajes de paricion del 62 al 94% en servicio natural (Rossanigo
et al.,, 1995; de Gea, 2000; Bedotti et al., 2003; Vera et al., 2003). Las ganancias
diarias de peso varian de los 53 a 199 g, estos valores se ven influenciados
principalmente por la época, tipo de parto y alimentacién que recibieron las madres
(Rossanigo et al., 1995; Frigerio et al., 2000; Lanari et al., 2004 y 2005; Chagra Dib et
al., 2005).

- La raza Saanen. Generalidades, caracteristicas morfoestructurales, productivas y
reproductivas:

Es una de las razas lecheras mas importantes del mundo, proveniente de los valles
suizos de Saanen y Simenthal, el nombre local es Gessenay y se debe a la coloracién
blanca de su manto. Es la raza caprina lechera més difundida del mundo, avalada por
sus registros de pedigri y de produccion. Es una animal de tamafio entre mediano y
grande, alcanzando una alzada de hasta 90 cm. y una longitud corporal de
aproximadamente un metro. El peso adulto oscila entre los 70 y 100 Kg, para hembra

y macho respectivamente. El peso de los cabritos al nacer ronda los 3 Kg.



La coloraciéon del manto es blanco o cremoso, siendo el pelo corto, escaso y
sedoso. Las pezufias y los cuernos son de color amarillo, normalmente ambos sexos
presentan barbilla, siendo la del macho més larga y frondosa. La cornamenta es en el
macho muy desarrollada y presenta una forma de sable o cimitarra, en la hembra la
forma se mantiene pero el desarrollo es mucho menor. Las orejas, pequefas, cortas,
erectas y en forma de punta de lanza, le dan una caracteristica particular, casi
identificatoria. Las ubres son de tamafio mediano a grande, con pezones grandes y
rectos. Se la reconoce como la “Holstein de las cabras”, gracias a las bondades en la
produccion de leche, siendo normal, encontrar registros de produccién cercanos a los
2000 litros en lactancias de 240 dias. Encontrandose valores normales de produccion
en los 800 a 1200 litros, la calidad de la leche es buena, con promedios de grasa algo
bajos (3,5-4%).

En nuestro pais existen valores de produccién en cabras cruza con criollo (F1) en
lactancias de 253 dias promedio de 233,11 + 55, 42 Kg de leche (Rabasa et al.,
2002). El porcentaje de grasa observado en estos animales fue de 3,74 + 0,41
(Roldan et al., 2002). Aunque Paz (2002), en animales cruza indefinida criollo x
Saanen, informo lactancias de 175 a 250 dias, con producciones totales que variaron
entre los 179 a 568 Kg, con promedios diarios de producciéon que oscilaron entre los
1,02 a 2,24 Kg diarios.

Esta raza esta presente en nuestro pais desde hace mucho tiempo. Existen
registros de animales importados por el Ministerio de Agricultura de la Nacion en 1922
y 1923 donde se introdujeron animales provenientes de Suiza, los cuales fueron
distribuidos en las provincias de Entre Rios, Santiago del Estero, Catamarca,
Mendoza, San Luis y La Rioja (Agraz Garcia, A., 1981). Posteriormente, dos nuevas
importaciones se produjeron en 1940 y 1950, con animales provenientes, una vez mas
de Suiza (Maubecin, R., 1973). La dultima introduccién masiva ocurrié durante la
década de 1990 de animales en pie, semen y embriones.
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2.2.- CARACTERISTICAS ANATOMICAS Y FISIOLOGICAS DEL APARATO
REPRODUCTOR DE LA ESPECIE CAPRINA.

- Aparato reproductor femenino

El ovario, 6rgano principal del aparato reproductor, es bilateral, de forma ovalada y
pequefio tamafio (0,5 a 3 g). Su funcion es producir ovocitos y secretar hormonas,
tales como estrégenos, progesterona, oxitocina, inhibina y activina (Evans et al.,
1990).

Del resto de las estructuras, el cuello uterino presenta una disposicion especial y
por lo tanto merece nuestra atencion. Es una estructura de tamafio variable (4-7 cm)
gue separa el Gtero de la vagina. Anatdbmicamente es una estructura que presenta una
fuerte pared de tejido muscular liso, tejido conjuntivo y glandulas mucosas. Es
atravesado completamente por un canal central. Hacia la luz del canal protruyen y se
intercalan 3 a 7 anillos tapizados de mucosa y submucosa, cuya funcién es obliterar el
canal cervical (Evans et al., 1990; Morrello et al., 2004). Estos pliegues o anillos tienen
la particularidad de presentarse como digitaciones intercaladas, por lo cual, sumado al
pequefio calibre del canal cervical, se transforman en una barrera infranqueable desde
el exterior (Evans et al.,, 1990; Morrello et al., 2004). Es durante el estro y
particularmente para la 1A, donde se presenta como uno de los principales escollos
para lograr aceptables indices de prefiez, ya que impide la deposicién del semen en el
cuerpo del Gtero, causando que este se deba depositar en fondo de vagina o en el 1° o

2° anillo cervical (Evans et al., 1990; Morrello et al., 2004).

- Ciclo estral, foliculogénesis, control hormonal y ovulacion

El ciclo estral es gobernado por el eje hipotalamico-hipifisiario-gonadal-uterino.
Sustancias organicas denominadas hormonas son las encargadas de la comunicacion
gue coordina celosamente los cuatro 6rganos del eje. Las m&s importantes son:
Hormona Liberadora de Hormonas Hipofisiarias (GnRH) secretada por el hipotdlamo,
Hormona Luteinizante (LH) y Hormona Foliculo Estimulante (FSH) producidas y

liberadas por la Hipdfisis, estradiol (E2), inhibina y progesterona (P4) cuyo origen es el
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ovario y la Prostaglandina F2a (PGF2a) secretada por el Gtero (Tron, 1986; Figeirédo
Freitas; Rubianes, 2004).

En la bibliografia clasica, el ciclo estral de la cabra posee una duraciéon de 19 a 21
dias (Kolb, 1987). Trabajos recientes de dinamica folicular ovérica realizados por
ultrasonografia concuerdan con este rango de duracion (19-22 dias) (Ginther; Kot,
1994; Menchaca; Rubianes, 2002; Rubianes; Menchaca, 2003; Cueto, 2006). Durante
el desarrollo del ciclo, en los ovarios, evolucionan distintos eventos morfo-funcionales
gue determinan dos grandes periodos o fases (Luteal y Folicular), dominadas por la
presencia de estructuras ovaricas caracteristicas que dan origen al nombre de cada
una de ellas (Tron, 1986; Shelton, M., 1978; Figeirédo Freitas; Rubianes, 2004).

La fase luteal transcurre durante el 80% del ciclo (15 a 17 dias) (Ginther; Kot, 1994;
Menchaca; Rubianes, 2002; Rubianes; Menchaca, 2003; Cueto, 2006;), extendiéndose
desde la ovulacién hasta la lutedlisis, donde la estructura predominante es el cuerpo
lteo (CL) y la hormona que impera durante esta fase es la progesterona (Figeirédo
Freitas; Rubianes, 2004).

La fase folicular dura el 20% del ciclo (2 a 4 dias) (Ginther; Kot, 1994; Menchaca;
Rubianes, 2002; Rubianes; Menchaca, 2003; Cueto, 2006;), comienza con la lutedlisis
y comprende eventos que finalizan en la ovulacién. Si bien, buena parte del
crecimiento de los foliculos ocurre durante la fase luteal, una vez finalizada esta fase,
sucede un crecimiento rapido de los foliculos antrales (Tron, 1986; Ginther; Kot, 1994;
Menchaca; Rubianes, 2002; Rubianes; Menchaca, 2003; Figeirédo Freitas; Rubianes,
2004; Cueto, 2006).

La rapida desaparicion funcional del cuerpo liteo produce una caida vertiginosa de
progesterona y el inicio de una nueva fase folicular, la descarga preovulatoria de LH y
de FSH producida por la hipofisis, favorece la produccion de estradiol, con la
consiguiente manifestacion de celo y consecuente ovulacion. El estradiol incrementa
su concentracion desde el dia 16 al dia 2 pos ovulacion (pico) para luego disminuir a
niveles basales para el dia 5, manteniéndose asi hasta un nuevo incremento que
coincide con la lduteolisis (Tron, 1986; de Castro et al., 1999; Rubianes, Menchaca,
2003; Figeirédo Freitas y Rubianes, 2004). Los foliculos terciarios, ovulatorios o

dominantes son quienes aprovecharan esta descarga preovulatoria de gonadotrofinas,
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para ultimar el crecimiento y concluir finalmente con la ovulacion (Tron, 1986;

Figeirédo Freitas; Rubianes, 2004).

El celo dura alrededor de 36 horas, produciéndose la ovulacion entre las 30-36 h de
iniciado el mismo o alrededor de las 20 h de producido el pico preovulatorio de
hormona luteinizante (Tron, 1986; Figeirédo Freitas; Rubianes, 2004). Este evento se
considerada el dia 0 del ciclo. Una vez producida la ovulacion, el foliculo terciario se
luteiniza rapidamente, cesa en la produccion de estradiol y comienza paulatinamente a
producir progesterona, alcanzando el pico alrededor del dia 7 y manteniéndose
constante hasta el dia 16 o 17 del ciclo (de Castro, et al., 1999; Rubianes; Menchaca,
2003). En este momento, si el Gtero no recibié un ovocito fecundado y no se produce
la implantacion, se desencadena el mecanismo de destruccion del cuerpo Iuteo

(lutedlisis), producido por la PGF2a de origen uterino.

La ciclicidad se desarrolla durante la época reproductiva, interrumpiéndose por la
concepcion y/o factores tales como: raza, edad, época de nacimiento, temperatura
ambiente, presencia de machos o hembras, estado nutricional y fotoperiodo (Tron,
1986: Roca et al., 1991; Restall, 1992: Walkden Brown et al., 1993; Alvarez Ramirez et
al., 1999; Rivera et al., 2003).

Como mencionaramos mas arriba, la ultrasonografia transrectal permitio la
evaluacién “in vivo” del ovario y sus estructuras como asi también permitié avanzar en
el conocimiento de la dindmica folicular durante el ciclo estral. Los primeros trabajos
de 1988, se llevaron a cabo en bovinos (Savio et al., 1988; Sirios et al., 1988) Estos
estudios permitieron confirmar, lo que hasta este momento era sélo una teoria, la
existencia de varias ondas de crecimiento folicular que se desarrollan durante un
mismo ciclo estral, y que dan como resultado segun la especie animal, el o los

foliculo/s ovulatorio/s.

En caprinos, se ha descrito que ocurren de 2 a 5 ondas de crecimiento folicular en
un ciclo estral con una duracion de 19 a 22 dias (Ginther; Kot, 1994; de Castro et al.,
1999; Schwarz; Wierzchos, 2000; Menchaca; Rubianes, 2002; Rubianes; Menchaca,
2003), siendo el patrén predominante 4 ondas de crecimiento folicular (Ginther; Kot,
1994; T. de Castro, 1999; Schwarz; Wierzchos, 2000; Menchaca; Rubianes 2002;

Rubianes; Menchaca, 2003). Respecto de la raza, en cabras cruza Saneen x Anglo
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Nubian se describieron 3 6 4 ondas por ciclo (Rubianes, 2000; Menchaca; Rubianes,
2002), en cabras Saanen se observo la ocurrencia de 4 o mas ondas de crecimiento
folicular en ciclos estrales de 23 dias de duracién (Ginther et al., 1994) y en nuestro
pais, en caprinos Criollos se describio la existencia de 2 a 4 ondas por ciclo (Vazquez
et al., 2004), lo que, al parecer mostraria la existencia de un patron muy coincidente

entre distintas razas de esta especie.

- Aparato reproductor masculino:

El aparato reproductor del macho caprino como muestra la figura 1, no es
esencialmente diferente del que se describe en otros rumiantes, salvo por las
dimensiones y particularidades debido al tamafio de esta especie. Elementalmente su
conformacion anatdémica la integran: testiculos, epididimos, conductos deferentes,
ampulas, vesiculas seminales, prostata, glandulas bulbouretrales, uretra, pene y

apéndice vermiforme o proceso uretral (Evans; Maxwell, 1990; Delgadillo, 2004).
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Gléndula
bulbouretral

Vesicula seminal
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sigmoidea
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Plexo pampiniforme

Prolongacién

uretral Cabeza del epididimo

Prepucio Cuerpo del epididimo
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Escroto

Rete testis Cola del epididimo

Figura 1. Aparato reproductor del macho cabrio.

Figura 1. Aparato Reproductor del macho caprino: Esta ilustracion muestra
esquematicamente los diferentes 6rganos del aparato reproductor del macho caprino.
Resaltada se encuentra la glandula bulbouretral (Tomado de Aisen, 2004).
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Los testiculos tienen por funcién primordial producir espermatozoides y hormonas,
principalmente testosterona, di hidroxitestosterona e inhibina. Funciones
interrelacionadas, ya que la produccion de espermatozoides depende de la produccion
de estas hormonas. Se encuentran alojados en la bolsa escrotal, quien ademas de
protegerlos, permite que los testiculos tengan una temperatura entre 4 y 7° C menor

que la temperatura interna corporal (Evans; Maxwell, 1990; Delgadillo, 2004).

Del resto de las estructuras anatémicas, las glandulas bulbouretrales, son
particularmente importantes. Estas glandulas de forma redondeada y compacta, se
alojan por sobre la salida de la uretra y cerca del final de la cavidad pélvica; durante la
excitacion y el eyaculado, drenan su secrecién (Evans; Maxwell, 1990; Delgadillo,
2004), particularmente importante en el caprino, pues alojan enzimas que reaccionan
con constituyentes de los diluyentes seminales malogrando la crioconservacién de los
espermatozoides a temperaturas bajo 0° C (Roy, 1957; Pellicier-Rubio et al., 1997 y
1998; Sias et al., 2005).

- Semen:

Durante la excitacién sexual, el pene se pone en erecciéon, se relaja el musculo
retractor del pene, se drenan liquidos previo a producirse el coito, que provienen de las
glandulas anexas (principalmente de las glandulas bulbouretrales), con la funcién de
limpiar la uretra (Pellicier-Rubio et al., 1997 y 1998; Sias et al., 2005). A través de
secreciones y contracciones de las paredes de los conductos deferentes, los
espermatozoides, llegan de la cola del epididimo hasta la ampolla de los conductos
deferentes. Momentos antes de eyaculaciéon llegan a la uretra posterior, donde se
mezclan con las secreciones de todas las glandulas anexas, adquiriendo de esta
manera los espermatozoides motilidad. Esta mezcla de espermatozoide y secreciones,
constituyen el semen, que asi es eyaculado por las contracciones de la uretra (Evans;
Maxwell, 1990; Delgadillo, 2004).
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- El espermatozoide. Espermatogénesis.

El espermatozoide es la gameta masculina;, es producida por los tuabulos
seminiferos del testiculo. Luego de la pubertad, cuando se adquiere la madurez
sexual, se produce la liberacion de los primeros espermatozoides, motiles y fértiles.
Este proceso se denomina espermatogénesis, se inicia con la divisiébn mitética de las
células del epitelio germinal, las espermatogonias, las que luego de varias divisiones
dan origen al espermatocito primario. Las primeras poseen un numero dipliode de
cromosomas (2 n= 60 cromosomas en el caprino), luego de sufrir dos divisiones
meioticas reducen a la mitad su carga cromosomica. En la primera divisién, se duplica
el material genético, obteniéndose 2 espermatocitos secundarios (2n). Estos tiene una
vida corta, ya que se produce la 2° division meiética que produce como resultado 4
espermatidas, con la mitad de la dotacién cromosdmica (n) o células hapliodes (Hafez,
1989; Evans; Maxwell, 1990).

Estas espermatidas no se parecen en nada a un espermatozoide. Seguidamente
sufren una serie de cambios morfolégicos o de metamorfosis, donde a partir de una
célula redondeada se obtiene otra con la tipica forma que reconocemos al
espermatozoide. Esta etapa se llama espermiogénesis (Hafez, 1989; Evans; Maxwell,
1990). Este ciclo de produccién de un espermatozoide libre en la luz del tabulo
seminifero a partir de una espermatogénia troncal, varia en su duracién con las
especies, siendo el tiempo para el carnero de 40 dias y en el macho caprino de 20
dias (Evans; Maxwell, 1990). El tiempo que toma completar el ciclo del epitelio
seminifero es de 10 dias para el carnero (Hafez, 1989) y segun la especie lleva 4 6 5
ciclos para que la espermatogonia troncal finalice la metamorfosis de la
espermiogénesis (Hafez, 1989). Luego el espermatozoide debe pasar a través del
epididimo para llegar finalmente a la cola del epididimo y estar preparado para ser
eyaculado. El tiempo que le toma realizar este transito es de aproximadamente 10 al4
dias (Hafez, 1989; Evans; Maxwell, 1990).

Por otro lado, el inicio de la divisibn en las espermatogdnia troncal ocurre a
intervalos regulares de tiempo y de manera alternada a lo lago de los 2000 metros de
tubulos seminiferos, de esta forma el macho se asegura el incesante aporte de
espermatozoide para la actividad reproductiva. La calidad y el numero de

espermatozoide producidos y disponibles para a la actividad reproductiva, se ven
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afectados por muchos factores como son la eficiencia de la espermatogénesis, la
maduracion en el epididimo, la estacién del afio (Roca et al., 1992), el fotoperiodo
(Delgadillo et al., 1992), la edad (Corteel, 1981), la nutricibn (Martin et al., 1995), la
temperatura (Tron, 1986; Evans; Maxwell, 1990), la frecuencia de eyaculados (Ritar et
al., 1992) ) y laraza (Tron, 1986).

Un esquema simplificado de la espermiogénesis (Figura 2) muestra los cambios
gue sufre la espermatida para transformarse en un espermatozoide que finalmente es

liberado a la luz del tibulo seminifero.

Figura 2: Esquema de la Espermiogénesis: llustraciones que esquematizan los 14 pasos
que finalizan en la diferenciacion de la cabeza y la cola del espermatozoide. Referencias:
Aparato de Golgi (GA); Cuerpo Basal (BB); Vesicula de Golgi (GV); Cuerpo Cromatico (CB);
Granulo Acrosomal (AG); Cuerpo Multivesicular (MVB); Annulus (AN); Reticulo endoplasmico
de Sertoli (SER); Centriolo proximal (PC); Axonema (AX); Capuchén Acrosémico
(AC);Centriolo Distal (DC); Fosa de implantacion (IF); Manchette (Tubo Caudal) (MN); Anillo
Nuclear (NR); Vaina Fibrosa (FS); Otras Fibras Densas (ODF);Capitulum o pieza de conexion
(CP); Lisosoma (LY); Centriolo Adjunto (CA); Vaina de Mitocondrias (MS); Cuerpo residual
(RB). (Tomado de Barth; Oko, 1989.)
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- Morfologia y estructura del espermatozoide caprino.

El espermatozoide es una célula extracorporea, haploide, altamente especializada,
de aproximadamente 60 p de longitud (Evans; Maxwell, 1990). Como muestra la figura
3, se distinguen en su estructura dos regiones bien diferenciadas: la cabeza y la cola
(Evans; Maxwell, 1990; Aisen, 2004), que se encuentran recubiertas por una
membrana plasmatica. La composicion quimica de esta membrana plasmatica varia
segun la region del espermatozoide, confiriéndole diferentes propiedades funcionales.

Abordaremos este item con mayor detalle mas adelante.
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Figura 3: Morfologia y estructura del espermatozoide caprino: La figura de la izquierda
muestra un esquema general del espermatozoide (Tomado de Barth; Oko, 1989.), mientras que
las figuras A y B muestran mayor detalles de la cabeza y la pieza intermedia.

La cabeza (Figura 3 y 4) posee una forma aplanada y ovoide que recuerda a una
espatula. Sus medidas son 8-10 p de longitud por 4 u de ancho y 1 u de alto (Evans;
Maxwell, 1990). Se encuentra ocupada casi en su totalidad por el ndcleo, que contiene
el material genético que se encuentra altamente condensado. Una muy pequefia
porcién es ocupada por el citosol. La region anterior de la cabeza se encuentra

cubierta por un casquete especial llamado capuchdén acrosémico, que posee las
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enzimas necesarias para penetrar las barreras ovocitarias. La region ocupada por el
capuchon acrosémico es bien diferenciada y visible, el limite posterior se denomina
region ecuatorial y la porcion de la cabeza libre de capuchén es llamada regién

posacrosomal (Evans; Maxwell, 1990; Aisen, 2004).

Cresta Apical del
Acrosoma

Reqgidn del
Acrosoma

Acrosoma

Huclen

Regidn
del Ecuador

Membrana Celular

Figura 4: Cabeza del Espermatozoide y estructuras que se distinguen en ella. (Tomado de
Barth; Oko, 1989).

La region de unién de la cabeza y la cola se denomina cuello, su importancia radica
en que alli nacen el axbnema, complejo de microtubulos (9 pares periféricos y 2 pares
centrales) que recorren la totalidad de la cola. Esta regidon es muy sensible, porque en
respuesta a cualquier situacibn agresiva se desprende con mucha facilidad,
separadndose la cabeza y la cola (Evans; Maxwell, 1990; Aisen, 2004). En esta ultima
es posible diferenciar tres regiones: la pieza intermedia, pieza principal y pieza

terminal (Figura 5).

La pieza intermedia esta recubierta por un ajustado anillo helicoidal de
mitocondrias, fuente de la energia necesaria para la motilidad del flagelo. Esta porcién
se extiende desde el cuello en el centriolo proximal hasta el anillo o centriolo distal, en

un trayecto de unas 10 a 15 p (Evans; Maxwell, 1990; Aisen, 2004). En cambio, la
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pieza principal (30 ) y distal (3 p), no contienen mitocondrias, s6lo son recorridas por
el axbnema, este conjunto de microtubulos es el encargado de contraerse frente a los
impulsos eléctricos, produciendo la contraccion de las fibras, que da lugar al
caracteristico movimiento de latigo de la cola y posibilitando el desplazamiento del
espermatozoide (Evans; Maxwell, 1990; Aisen, 2004). La calidad y velocidad de este
movimiento de la cola hara posible que el espermatozoide cumpla con su funcién en la
reproduccién transportando el material genético del macho para introducirlo en la

gameta femenina.
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Figura 5: Cola del espermatozoide y Partes que la componen (Tomado de Barth; Oko,
1989). Referencias: a) Region del Cuello; b) Pieza Intermedia y ¢) Pieza Principal y Terminal.
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- Composicion de las membranas plasmaticas espermaticas.

Debido a la limitada capacidad biosintética y la gran especializacion del
espermatozoide, la membrana plasmética posee caracteristicas propias. Constituida
por lipidos y proteinas, responde al modelo de mosaico fluido propuesto por Singer;
Nicholson (1972). El espermatozoide presenta, a diferencia de otras células, variedad
estructural y funcional en su membrana plasmatica. Cada una de ellas muy
especializadas y asociadas con el compartimiento celular que se encuentra
inmediatamente debajo (Olson; Winfrey, 1991), cuyo rol es responder adecuadamente
a la cascada de eventos de la fertilizacién, que finaliza con la fusion de las membranas
del espermatozoide y el ovocito (Yanagimachi, 1994 a y b; Flesch; Gadella, 2000) . Es
la membrana plasmatica del espermatozoide no sé6lo un limite con el medio que lo
rodea, sino una estructura dinamica, que se caracteriza por una heterogeneidad lateral

y una distribucion polar de lipidos y proteinas que la componen.
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Figura 6: Composicién de la membrana celular. Segin modelo de mosaico fluido propuesto
por Singer; Nicholson (1972)
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- Lipidos constituyentes de la membrana del espermatozoide

Es importante tener presente que el espermatozoide maduro carece de la
magquinaria biosintética (reticulo endopldsmico y aparato de Golgi) para la
metabolizacion de los lipidos (lisosomas y peroxisomas), es durante la
espermiogénesis, donde la espermatida pierde estos y otros componentes celulares
en el cuerpo residual (Flesch; Gadella, 2000). Por lo tanto, la membrana plasmatica es
una estructura estable y metabdlicamente inerte, ya que el espermatozoide no puede
sintetizar nuevamente proteinas, fosfolipidos, colesterol u otros componentes de

importancia para la misma (Flesch; Gadella, 2000).

Como generalidad se puede decir que, la membrana plasmatica del
espermatozoide contiene lipidos unidos a ésteres y grupos de acidos grasos altamente
insaturados (Wolf et al., 1990). Sin considerar las variaciones entre especies la
composicién general y aproximada, es: 70% fosfolipidos, 25% lipidos neutros y 5%

glicolipidos (Mann; Lutwak-Mann, 1981).

Los fosfolipidos se encuentran constituidos por fosfoglicerolipidos y esfingomielina,
éstos se encuentran en proporciones muy similares a las descriptas en las células
somaéticas, y por ejemplo, en el hombre el espermatozoide contiene 50 % de glicéridos
de fosfocolina, 30% de glicéridos de fosfoetanolamina, 12,5% de esfingomielina, 3 %
de fosfatidilserina, 3% de cardiolipina y 2% de fosfatidilinositol (Mann; Lutwak-Mann,
1981).

También encontramos en la membrana plasmatica lipidos neutros, siendo esta la
fraccibn mas variable entre las especies y dentro de cada especie, entre machos y
eyaculados de un mismo macho. En esta fraccibn se encuentra principalmente
colesterol y en menor proporcion desmosterol, sulfato de colesterol y ésteres de
colesterol (Mann; Lutwak-Mann, 1981). El contenido de colesterol es muy variable en
la membrana plasmética del espermatozoide, constituyendo en el hombre alrededor de
40 mol % y en el cerdo 22 mol % del total de lipidos. Ademés, el contenido de
colesterol y fosfolipidos disminuye durante la maduracién epididimaria (Eddy and
O’Brien, 1994), la capacitacion (Scout et al.,, 1967) y la reaccion acrosémica
(Yanagimachi, 1994 a y b) en la membrana del espermatozoide, lo que influye en la

fluidez, estabilidad y capacidad de fusionarse. Esta relacion colesterol:fosfolipidos
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seria la responsable de brindar mas resistencia a la membrana plasmatica del
espermatozoide, encontrandose que la misma es muy variable entre las especies
(Hombre: 0,99; Conejo: 0,88; Toro: 0,45; Carnero y Chivo: 0,30) y a su vez, el semen
de hombre y conejo son mas resistentes al congelado si se los compara con semen de

carnero y chivo (Aisen, 2004), lo que daria argumento a esta aseveracion.

Entre los constituyentes de la membrana plasmatica del espermatozoide
encontramos glicolipidos, el mas importante de ellos es el seminolipido, que es
exclusivo del espermatozoide (Vos et al., 1994) y que es desulfatado luego de
producirse la eyaculacion por arilsulfatasas, originadas por las glandulas sexuales

accesorias (Flesch; Gadella, 2000).

Los fosfolipidos tienen afinidad por una u otra cara de la bicapa, poseyendo
patrones claros de distribucién, lo que le otorga a la membrana una distribucion
asimétrica. Los fosfolipidos de colina (fosfatidilcolina y esfingomielina) se distribuyen
en la cara externa de la bicapa en el carnero (Hinkovska et al., 1986) y en el macho
caprino (Rana et al.,, 1993), en cambio fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina y
fosfatidilglicerol se distribuyen por igual entre las dos capas de la membrana del
espermatozoide. Una enzima, la aminofosfolipido translocasa, es quien se ocupa de
mantener la asimetria transmembrana y es la encargada de translocar fosfatidilserina y
fosfatidiletanolamina de la cara externa a la interna o viceversa de la membrana
(Muller et al., 1994 y 1999), pudiendo esto ser importante en la fluidez y estructura de

los dominios.

- Proteinas de la membrana plasmética del espermatozoide

Las proteinas de membrana se clasifican en dos clases: Integrales y Periféricas
(Singer; Nicholson, 1972). Poseen la facilidad de difundir libremente por la bicapa o
bien permanecer ancladas por interacciones entabladas con otras proteinas o con
lipidos. Sus funciones mas importantes son el transporte y la traduccién de sefiales.
Las proteinas integrales poseen una porcién hidrofobica, que se ubica hacia la porcién
central de la bicapa lipidica, y otra porcion hidrofilica, que se expone a la porcion

citoplasmatica o hacia el medio extracelular. En cambio, las proteinas periféricas estan
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asociadas a la superficie externa o interna de la bicapa. Interaccionando con proteinas

integrales especificas, donde forman un esqueleto de membrana (Marchesi, 1985).

Las funciones que desempefian las proteinas de membrana son muy variadas,
destacandose su actividad como: transportadores de membrana, canales para el
intercambio de iones, y actuando como enzimas (fosfoquinasa y proteinfosfatasas).
También juegan un rol fundamental en los mecanismos relacionados con la
capacitacion y reaccion acrosdmica, la uniéon a las células del epitelio del aparato
reproductor femenino, union a las células del cummulus o la zona pellcida y por
altimo, intervenir en la unién con la membrana plasmatica del ovocito y su fusion.
Muchas de estas interacciones han demostrado relativa o absoluta especificidad de

especie y célula.

Importante es resaltar que la composicion proteica de la membrana plasmatica del
espermatozoide esta sujeta a permanentes modificaciones, por o que su composicion
varia a lo largo de los distintos estadios que sufre el espermatozoide en su vida o
segun donde éste se localiza. Asi, podemos mencionar el cambio que sufren las
proteinas del espermatozoide tras la eyaculacién, al adquirir la membrana celular
proteinas del plasma seminal, proteinas que fueron elaboradas y secretadas por las
glandulas anexas; muchas de ellas se modifican o se eliminan durante el transito por
el tracto reproductor femenino, es el caso de algunos factores decapacitantes
(Carballada; Esponda, 1998).

- Dominios de la membrana plasmatica del espermatozoide

La membrana plasmética del espermatozoide es como ya mencionaramos, muy
heterogénea, existiendo asociacion entre esta estructura y la funcion que cumple en
relacion con el compartimiento celular que se encuentra por debajo de ella (Olson;
Winfrey, 1991). Esta organizacién funcional, estructural y bioquimicamente distinta se
traduce en dominios de membrana (Olson; Winfrey, 1991). Esta especializacion
regional, seria la responsable de permitir que los distintos compartimientos del
espermatozoide interactien de forma independiente con el medio exterior, y se
desarrollen las etapas necesarias que finalizan en la fecundacion del ovocito (Wolf et

al., 1995). Aunque los mecanismos responsables de establecer los dominios de
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membrana no estan determinados, se ha comprobado que ocurren grandes cambios
en la membrana plasmatica durante distintos momentos, como ser, la remodelacion
gue sufre la espermétida durante la espermiogénesis (Eddy et al., 1994), también se
observan efectos en los dominios luego que ocurre la maduracion del espermatozoide
en el epididimo (Eddy et al., 1994), durante la capacitacion (Yanagimachi, 1994; Curry;
Watson, 1995; Ladha, 1998) y la reaccion acrosémica (Yanagimachi, 1994; Ladha,
1998), resaltando la importancia de estos dominios y su estrecha relacién con la vida y

funcion del espermatozoide .

La superficie del espermatozoide se divide en cinco dominios o regiones de
membrana, que se corresponden con estructuras distinguibles en él (Figura 7). Tres de
ellas se ubican en la cabeza del espermatozoide, la mayor es la regiébn o dominio
acrosomal que se corresponde con el acrosoma, luego encontramos la regiéon o
dominio ecuatorial, que se corresponde con el segmento ecuatorial y por ultimo,
encontramos la region o dominio postacrosomal, que se corresponde con la regién de
igual nombre (Eddy et al., 1994). En el flagelo se distinguen los dos dominios
restantes, que tienen su correspondencia con las dos regiones distinguibles del
mismo. Son la regiéon o dominio de la pieza intermedia y region o dominio de la pieza
principal (Eddy et al., 1994).
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% Pieza
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} Flajelo

Figura 7: El espermatozoide y dominios de la membrana plasmatica. Representacion
esquematica: A: Divisiones en la cabeza: apical, pre-ecuatorial, ecuatorial y pos-ecuatorial. B,
C y D: Representan cortes transversales de la célula. 1: Membrana Plasmética. 2: Membrana
Acrosomal externa. 3: contenido del acrosoma. 4: Membrana Acrosomal interna. 5: envoltura
nuclear. 6: nacleo. 7: anillo posterior. 8: pieza intermedia. 9: mitocondrias. 10: anillo anular. 11:
flagelo. 12: vesicula tras la fusion de la Membrana Plasmética con la Membrana Acrosomal
externa. 13: secrecion acrosomal. 14: estructura formada de la fusion de la Membrana
Plasmatica y la Membrana Acrosomal interna. (Tomado de Flesch; Gadella, 2000).

- Maduracion en el epididimo.

El espermatozoide debe sufrir indefectiblemente cambios para poder finalmente
fusionarse con el 6vulo, cambios que se realizan sin grandes manifestaciones
morfolégicas aparentes. Estos procesos son tres. El primero de ellos es conocido
como “maduracion” y acontece en el epididimo, los otros dos procesos son la
“capacitacion” y la “reaccidén acrosémica”, los cuales se desarrollan durante su transito

a través del tracto reproductor femenino.

El epididimo no solo es un lugar de transporte desde el testiculo hasta el conducto
deferente o un lugar de almacenamiento de espermatozoides, sino que es el sitio
donde ocurren transformaciones trascendentales que terminan de madurar al

espermatozoide, permitiéndole adquirir finalmente la capacidad fecundante.
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Cuando los espermatozoide abandonan el testiculo a través de la rete testis y los
conductos eferentes, llegan al epididimo. Este es un conducto convoluto de unos 60
metros de longitud. Se distinguen en el epididimo tres regiones: cabeza, cuerpo y cola.
El transito de los espermatozoide por el epididimo dura entre 10 y 14 dias, siendo el
transito por la cabeza y el cuerpo de 2 a 4 dias (Amann, 1972) y el transito por la cola
de 6 a 10 dias, pudiendo éste acelerarse en un 10 a 20 % al aumentar la frecuencia de
los eyaculados, por reduccion del tiempo de permanencia de los espermatozoides en
cada regién (Hafez, 1989). El transporte a través del epididimo, depende de dos
mecanismos, por un lado de las contracciones de las paredes del conducto y por otro,
de la presién que ejerce el contenido. La musculatura lisa de las paredes del conducto
del epididimo, aumenta poco a poco en su constitucion histolégica desde la cola del

epididimo al conducto deferente (Bedford, 1975).

La cola del epididimo es un lugar de almacenamiento de espermatozoides. El
macho caprino tiene la capacidad de almacenar 12 a 16 mil millones de
espermatozoide en él (Evans; Maxwell, 1990), aunque el ambiente es favorable su
estado de viabilidad no se conserva indefinidamente, siendo los espermatozoide
seniles eliminados por orina o reabsorbidos por las paredes del canal epididimario,

luego de su desintegracion (Hafez, 1989).

Los cambios mas importantes sufridos por el espermatozoide durante su transito

por el epididimo son (Amann et al., 1993):

+ Modificaciones en el complejo DNA-proteinas del ndcleo: se produce el
cambio de histonas por protaminas, lo que se traduce en el incremento de

puentes di sulfuro y una mayor condensacion de la cromatina;

+ Cambios bioquimicos asociados con el desarrollo de la capacidad de
movilizarse: estos cambios en la capacidad biosintética recaen en los
fluidos que bafian los espermatozoides, fluidos segregados y absorbidos
por el epitelio del conducto epididimario (Turner et al., 1991; Tulsiani et al.,
1993), el resultado es un cambio en los patrones metabdlicos de las
mitocondrias de la cola y en el estado estructural del axonema (Hafez,
1989);
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+ Se observan grandes cambios en la membrana plasmética: la que
ademds de adquirir la estabilidad necesaria para soportar el
almacenamiento en la cola del epididimo y el transito a través del tracto
reproductor de la hembra, adquiere puntos de reconocimiento con el

ovocito,

+ La membrana acrosomal externa madura con el fin de asegurar el
contenido enzimatico del capuchén acrosémico (Amann et al.,, 1993), y
adquiere potencial eléctrico negativo, rasgo distintivo de la maduracion,
atribuido a la adicion de &cido sidlico a la membrana plasmatica del

espermatozoide (Holt, 1980).

- Plasma Seminal. Origen, composicion, finalidad e importancia.

El plasma seminal es una compleja solucion de fluidos testiculares y secreciones
del epididimo y de las glandulas sexuales accesorias, que ademas de posibilitar la
vehiculizacién de los espermatozoides y aportar factores nutricionales, constituye el
medio natural en que maduran los mismos. Cumple un rol fundamental en el proceso
de capacitacién y reaccién acrosémica, afectando la aptitud fertilizante del eyaculado
(Saling, 1989; Yanagimachi, 1994 a y b). Ademas, el plasma seminal es el
responsable de la limpieza de la uretra antes de la cépula, eliminando bacterias y
orina, por medio del goteo pre coital (Pellicier-Rubio et al., 1997 y 1998, Sias et al.,
2005). Las glandulas sexuales accesorias del macho caprino que contribuyen con sus
secreciones al plasma seminal son: los conductos deferentes, las ampulas, las
vesiculas seminales, la préstata y las glandulas bulbouretrales; siendo sus secreciones
reguladas por la testosterona y por lo tanto, los compuestos que constituyen el plasma

seminal son numerosos.

En su conjunto, la compleja composicion del plasma seminal, juega un importante
rol en la habilidad fecundante del espermatozoide. Las proteinas presentes en él,
tienen un papel trascendente durante la reaccion acrosémica (Florman; First, 1988;
Cross, 1993), en la regulacion del Ca** tomado por el espermatozoide (Clark et al.,
1993) y en la modulacion de la capacitacion espermética (Desnoyers; Manjunath,

1992; Miller et al., 1990). Tal es el grado de controversia respecto de la contribucién
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del plasma seminal que es materia de continuo debate, debido a que algunos
componentes actdan como factores que promueven la fertilidad (Killian et al., 1993) y
otros actian como factores antifertilizantes cuando se evaltan “in vitro” (Shivaji;
Bhargava, 1987).

El color amarillo del plasma seminal del macho caprino se debe a la presencia de
riboflavina proveniente de las vesiculas seminales (Mendoza et al., 1989; Evans;
Maxwell, 1990). El pH se encuentra alrededor de la neutralidad y es proporcionado por
un complejo sistema amortiguador, que por su efecto tampoén, protege a los
espermatozoides de los bruscos cambios de pH y osmolaridad de las agrestes
condiciones del aparato reproductor femenino (Evans; Maxwell, 1990) que

deteriorarian su supervivencia.

Es el agua (75% en el macho caprino; Evans; Maxwell, 1990) el componente
principal del plasma seminal pero, ademas, es posible encontrar las mas variadas
sustancias organicas e inorganicas, entre las que sobresalen: acido citrico (Barth et
al., 1986; Mendoza et al., 1989; Evans; Maxweell, 1990; Roca et al., 1993), acido
lactico, fructosa (Barth et al., 1986; Mendoza et al., 1989; Evans; Maxwell, 1990; Roca
et al., 1993), sorbitol (Evans; Maxwell, 1990), inositol (Evans; Maxwell, 1990), glucosa
(Mendoza et al., 1989), otros azlcares libres (Barth et al.,, 1986), glicoproteinas,
albumina, sialomucoproteina y globulina (Barth et al., 1986); proteinas con afinidad por
la heparina (HAP’s) (La Falci et al., 2002), glicerilfosforilcolina (Barth et al., 1986;
Mendoza et al., 1989; Evans; Maxwell, 1990), glicerofosfato (Mendoza et al., 1989),
glicerol (Mendoza et al., 1989), riboflavina (Mendoza et al., 1989; Evans; Maxwell,
1990), entre los iones inorganicos, cloro, potasio y sodio se encuentran en cantidades
considerables (Evans; Maxwell, 1990).

También se han detectado gran cantidad de hormonas tales como inhibina, FSH, ,
LH, testosterona (Miyamoto et al., 1987), andrégenos, estrégenos, prostaglandinas
(Barth et al., 1986; Evans; Maxwell, 1990; Harper,1994), gonadotrofina coridnica,
hormona del crecimiento, insulina, glucagén, prolactina, relaxina, hormona liberadora
tiroidea (Hafez; Hafez, 2002) y también encefalinas e inmunoglobulinas como la IgA
(Hafez et al., 2002).
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Otras sustancias organicas presentes en el plasma seminal y que particularmente
en el caprino tienen importancia, son dos enzimas con actividad fosfolipasa A,
provenientes de las glandulas bulbouretrales, que reciben el nombre de “Enzima
coagulante de la yema de huevo” (EYCE) (Roy, 1957) y “Fraccién glicoproteica del
plasma seminal” (BUSgp60) (Pellicier-Rubio et al., 1997 y 1998; Sias et al., 2005). La
presencia de estas enzimas reviste importancia en el caprino pues exhiben actividad
sobre alguno de los constituyentes utilizados en los diluyentes de semen (Roy, 1957;
Pellicier-Rubio et al., 1997 y 1998), reaccidon que como consecuencia trae deterioro de
la motilidad, pérdida en la integridad del acrosoma y aglutinacién “in vitro” de los

espermatozoides (Nunes et al., 1982).

Muchos de estos componentes modifican su concentracion a lo largo del afio,
haciendo variar, en consecuencia, la composicién del plasma seminal del macho
caprino. Por ejemplo, la mayor concentracion y actividad enzimética de las proteinas
con afinidad por la heparina (HAP’s) se encuentra en la época no reproductiva (La
Falci et al., 2002), la inhibina en plasma seminal, gradualmente aumenta de primavera
a verano, se reduce en otofio e inicia su recuperaciéon durante el invierno (Miyamoto et
al., 1987), algo similar ocurre con la enzima fraccion glicoproteica del plasma seminal
(BUSgp60) que incrementa su secrecion y actividad durante la época reproductiva, es
decir durante el otofio hasta el inicio del invierno (Sias et al., 2005), por otra parte el
acido citrico y la fructosa en plasma seminal también tienen un comportamiento
estacional, siendo altas las concentraciones durante el verano y otofio, disminuyendo
hacia el invierno, encontrandose durante la primavera las mas bajas concentraciones
de ambas (Roca et al., 1993).

Continla siendo aun desconocida la importancia biolégica y fisiolégica de la
presencia de enzimas en la secrecion de las glandulas bulbouretrales (Pellicier-Rubio
et al., 1997; Sias et al., 2005), pero se presume, en base a la actividad biolégica
demostrada por la fraccion glicoproteica del plasma seminal (BUSgp60) y otras
integrantes de la subfamilia de las “Lipasa pancreética relacionada a proteina 2”

(PLRP2), que podria estar implicada en alguno de los siguientes tres mecanismos:

e Participar en la fusibn de membranas del espermatozoide durante la
reaccion acrosoémica, como se describié en el ovino (Roldan et al.,
1993),
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e Poseer un importante papel en el metabolismo energético del
espermatozoide (Scott et al., 1967; Poulos et al.,, 1973; Mita et al.,
1995) o

¢ Que estas enzimas jueguen el importante rol de higiene y desinfeccion
de la uretra, al ser la secrecion de las glandulas bulbouretrales
integrante principal de goteo pre coital, (Pellicier-Rubio et al., 1997 y
1998; Sias et al., 2005).

- Cambios en el espermatozoide durante su transito por el tracto reproductor

femenino.

Todos los mamiferos placentados (euterianos) poseen un mecanismo evolutivo de
regulacién funcional del espermatozoide recién eyaculado, quien a pesar de haber
adquirido en el epididimo motilidad progresiva y cierta capacidad fecundante, es
incapaz de fertilizar el ovocito si es puesto en contacto con él, inmediatamente de
eyaculado. Por lo tanto, los espermatozoides deben experimentar un proceso final de
maduraciéon durante el cual adquieren posteriormente capacidad fertilizante y de
interactuar con las células del cummulus oofurus y el ovocito (Mortimer, 2000). Este
proceso llamado capacitacion fue descubierto independientemente por Austin y Chang
en 1951.

El proceso de prevencién de la capacitacion es regulado por proteinas presentes en
el plasma seminal (Yanagimachi, 1994 a y b) o en las secreciones del epididimo, las
cuales poseen efecto decapacitante al interactuar con el espermatozoide. Entonces,
es durante el transito del espermatozoide por el tracto reproductor femenino donde
éste sufre los tres procesos finales de su maduracion: la capacitacion, la
hiperactivacibn y la reaccién acrosémica. Cadena de procesos que terminan
indefectiblemente en la fertilizacibn o en la muerte del espermatozoide (Harrison,
1996).
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- Capacitacion e hiperactivacion espermatica.

Como menciondramos anteriormente el espermatozoide inmediatamente de
eyaculado es incapaz de fertilizar al ovocito, para adquirir esta capacidad debe sufrir
un conjunto de procesos fisiolégicos y moleculares durante su transito por el tracto
genital femenino, este proceso es conocido como capacitacion y le confiere la
capacidad de fecundar al ovocito. Una manifestaciéon que pone en evidencia la
ocurrencia de este proceso esta relacionada con cambios en los patrones de movilidad
del espermatozoide, cambios conocidos con el nombre de hiperactivacion espermatica
(Yanagimachi, 1994 a y b; Suarez, 1996). Estos cambios incluyen al conjunto de
estructuras del espermatozoide, teniendo manifestaciones en la cabeza, la colay en la
fluidez de su membrana plasmatica, que hara cambiar la concentracion intracelular de

iones (Visconti et al., 1998).

A pesar del tiempo transcurrido desde su descubrimiento (Austin, 1951; Chang,
1951) es incipiente lo que se conoce de este proceso, debido a que poco se sabe de
sus bases moleculares, del orden en que estos cambios se producen y de la finalidad
de los mismos. Pero se cree, que la capacitacion es el proceso natural encargado de
regular el preciso mecanismo de la fecundacion, a través de la coordinacion del estado

funcional del espermatozoide y del ovulo (Bedford, 1983).

Es mas precisamente en el Gtero o en el oviducto donde tiene lugar la capacitacion
(Yanagimachi, 1994 b), dependiendo de la especie animal, ya que varia entre éstas el
lugar donde el macho deposita el semen. También la capacitacion puede ser inducida
“in vitro”, incubando espermatozoides en medios de cultivo cuya composicion se
asemeje al liquido oviductal (Visconti et al., 1998). De los constituyentes que
componen este medio, los que jugarian un papel fundamental en la capacitacion
serian el suero de oveja en celo o albumina sérica (si se tratase de semen ovino o
bovino, respectivamente), NaHCO; y Ca®" (Visconti et al., 1998). En este contexto,
estos autores trabajaron en un modelo de caminos de sefializacion transmembrana e
intracelular, representando hipotéticamente el mecanismo de la capacitacion
espermatica (Figura 7). Este estado, en el espermatozoide puede ser determinado en
laboratorio mediante pruebas de fertilizacion, induccién de la reaccion acrosémica y

mediante la prueba de la clortetraciclina (Prueba de la CTC) (Visconti et al., 1998).
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Figura 8: Modelo hipotético de los mecanismos de regulacion de la capacitacion
espermatica. (-) indica regulacién negativa; (+) indica regulacion positiva. BSA (albumina
sérica bovina); HBP (proteina de union a heparina); PTK (proteina kinasa tirosina); Ptyr-Ptasa
(fosfatidilserina fosfatasa); PDE (fosfodiesterasa nucleétido ciclica), PK-A (proteina kinasa A)
(Tomado de Visconti et al., 1998).

Algunos autores observaron que durante este proceso se eliminan o alteran
elementos que la membrana plasmatica del espermatozoide adquiere durante su
transito por el epididimo (Boué et al., 1996) y/o del plasma seminal (Thérien et al.,
1995), pareciendo ser ésta una condicion “sine qua non” para que el espermatozoide
adquiera la capacidad fecundante durante su transito por el tracto reproductivo de la
hembra (Maxwell; Jonson, 1999). Otras modificaciones que ocurren en el
espermatozoide son la relocalizacién de sus antigenos de membrana (Benoff et al.,
1993), activar o inhibir el flujo de iones y la fluidez de la membrana a través del cambio
en la composicion lipidica (Wolf et al., 1986), todas éstas necesarias para que se

complete la capacitacion y adquiera la capacidad de fecundar al ovocito.

Los espermatozoides que son congelados y posteriormente descongelados, se
encuentran en estado de capacitacion acelerada producto de los bruscos procesos
sufridos durante ambos pasos (Watson, 1995). Mediante el uso de antioxidantes es
posible revertir algunos de los cambios anteriormente mencionados, logrando de esta
forma que espermatozoides capacitados, pueden regresar a un estado de

espermatozoides pre capacitados (Maxwell; Watson, 1996).
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Durante el proceso de capacitacion, existe formacion de sustancias reactivas al
oxigeno (ROS) como anidon superdéxido y peroxido de hidrogeno. La excesiva
produccion de sustancias reactivas al oxigeno dafia la motilidad y la capacidad

fertilizante de los espermatozoides.

La formacién de estas sustancias, seria una de las razones por las cuales los
espermatozoides capacitados poseen a partir de adquirir tal condicion una vida media
fértil reducida y limitada a unas pocas horas luego de que este proceso se ha iniciado.
Es ésta una razén clave a tener presente cuando se planifica realizar una
sincronizacion de celos y ovulacion para una posterior IA cervical, esta razén se
fundamenta en el hecho que los espermatozoide bajo esta condicién podrian ser
incompetentes a la hora de fertilizar el évulo, si envejecen en el tracto reproductor de
la hembra (Maxwell; Watson, 1996; Salamon; Maxwell, 2000).

La hiperactivacion espermatica es el cambio mas drastico que ocurre en el tracto
reproductor femenino, tiene como manifestacién mas visible un cambio en el patrén de
movimiento del flagelo, desde un tipo de movimiento progresivo hacia movimientos
vigorosos, recordando los golpes de un latigo (Yanagimachi, 1981 citado por Olds-
Clarke, 1990). Una caracteristica que le es propia, es que la hiperactivacion puede
continuar independientemente de la capacitacion espermatica, una vez que se ha

iniciado el ingreso de Ca®" a la célula durante esta Gltima (Olds-Clarke, 1990).

- Reacciéon acrosémica.

La reaccién acrosdmica es un evento esencial para la penetracion de la zona
peldcida, ocurre como consecuencia de la fusién de la membrana plasmética con la
membrana acrosomal externa. En mdltiples sitios de esta fusibn se forman poros
transmembrana que permiten la salida del contenido acrosomal (Bedford, 1983;

Figura 9).
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Figura 9: Tres estadios de la reaccion acrosémica. Esta serie de ilustraciones muestran tres
estadios de la reaccién acrosdmica, A: Cabeza intacta de espermatozoide de mamifero, B:
Cabeza del espermatozoide reaccionado y C: Espermatozoide que ha perdido el acrosoma, en
este estado el espermatozoide penetra la zona pellucida en busca del ovocito (Tomado de
Bedford, 1983).

Luego, el espermatozoide puede unirse a la membrana plasmatica del ovocito y
seguir su paso a través del mismo para cumplir con el proceso de la fecundacion. La
reaccién acrosémica es considerada como la demostracién que el espermatozoide

esta completamente capacitado (Curry, 2000).

La capacidad heterogénea, por parte de los espermatozoides, de experimentar la
reaccion acrosomica (Bavister, 1990; citado por Amann et al., 1993) es un mecanismo
natural que prevé espermatozoides listos para realizar la fecundacion del ovocito en el
sitio y momento adecuado, por un tiempo mas prolongado que si la capacitacién se

realizara de manera homogénea.

Vega Hernandez; Trevifio y Félix (2002) postularon un conjunto de eventos que

desembocan en la reaccion acrosémica. Ademas, estos autores concuerdan en la
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existencia de un aumento lento y sostenido en la concentracion de Ca®" intracelular

para que se desarrolle la reaccidén acrosomica (Figura 10).

O zr
Cal+ Ca2+ +
S50 oD Receptor
Membrana plasmatica
Citosol
P2
IP3R
Membrana acrosomal M!Dmﬁ:l I:me
~ 2
Acrosoma Ca=*

Figura 10: Participacion de canales de Ca” durante la reaccién acrosémica en el
espermatozoide de los mamiferos. La unién de la glucoproteina de la zona pellcida (ZP) a
su receptor da como resultado: 1) Una despolarizacion de la membrana y una entrada
subsecuente de Ca”" a través de un canal de Ca* dependiente de voltaje (CCVD) vy, 2) la
activacion de la fosfolipasa C (PLC) que conduce a la generacion de inositol trifosfato (IPs).
Este segundo mensajero activa sus receptores (IP3;R) en la membrana acrosomal, liberandose
Ca’* al citosol. El vaciamiento de este reservorio provoca la apertura de canales de Ca” enla
membrana plasmatica (SOC). El conjunto de estos eventos conlleva a la reaccién acrosomica
(Tomado de Vega Hernandez et al., 2002).

Ademéas de la zona pellcida, la progesterona (producida por las células de la
granulosa y del cummulus ooforus) induce la reaccién acrosOmica en distintas
especies: bovino (Therien; Manjunath, 2003), caprino (Somanath; Suraj; Gandhi,
2000), canino (Brewis et al., 2001), porcino (Melendrez; Meizel; Berger, 1994), equino
(Meyers et al., 1995), asi como la heparina en el bovino (Whitfield; Parkinson, 1992).
Del mismo modo que la capacitacion espermatica, también se puede inducir la
reaccion acrosoémica “in vitro” mediante el uso del ion6foro A23187 (Aitken et al.,
1984). Una vez inducida, dicha reaccion no puede ser interrumpida o revertida
(Yanagimachi, 1994 b).
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2.3.-TECNICAS ASISTIDAS DE REPRODUCCION EN LOS CAPRINOS

- Inseminacion Atrtificial

La IA es una herramienta ideal para la difusién de biotipos adecuados a nuestra
realidad productiva, para un control de la reproduccion y para implementar programas

de mejora genética para cada una de las actividades productivas de la especie.

En nuestro pais, esta tecnologia ha tenido hasta el presente una escasa difusion.
Pero no es de descartar que en un futuro cercano, de la mano del desarrollo
alcanzado por el sistema productivo y los programas de seleccion local, la IA alcance
la difusién de otras regiones del mundo. Una de las limitantes de la difusion de esta
técnica reproductiva lo ha constituido la dificultad que presenta la crioconservacion del

semen de caprino.

Otra dificultad la representa las caracteristicas anatémicas del aparato genital de la
cabra, especialmente la conformacion del cervix. Aunque en nuestro trabajo, con los
instrumentos utilizados en la IA, seria mas factible depositar profundamente el semen
en el cervix o inclusive atravesarlo que en la oveja (Ritar, 1993). Por lo tanto, el cervix
constituye la primera barrera al ascenso de los espermatozoides, alcanzando sélo un

namero menor el lugar de fecundacion.

Por estas razones, existen tres modalidades de |IA en caprinos: vaginal, cervical e

intrauterina.

- por via vaginal

Esta inseminacion no necesita mayor instrumental, ya que soélo depositamos el
semen en la vagina. Tiene el inconveniente que para lograr buenos resultados de
prefiez es necesario depositar gran volumen de semen o alta concentracién de
espermatozoides con lo cual el rendimiento por eyaculado es bajo en numero de

cabras inseminadas.
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- por via cervical

Es el principal método de inseminacion en cabras. Debido a que el objetivo de
deposicion del semen es el cérvix es necesario utilizar instrumental un poco mas
complejo, como ser una pistola de inseminacion (catéter de inseminacién) y un
vaginoscopio con luz, requiriendo ademas la elevacion del tercio posterior de las

cabras a fin de facilitar el trabajo del inseminador.

Dada la anatomia del cervix y la mayor facilidad para franquearlo en la cabra
respecto de la oveja (Ritar, 1993), el semen se puede depositar a diferentes niveles o
profundidades del mismo, mejorando los resultados de fertilidad conforme aumenta la
profundidad de la inseminacién (Ritar; Salamon, 1983; Ritar et al., 1990; Gibbons,
2002; Salvador et al., 2005).

Esta forma de inseminacién permite un mejor aprovechamiento del semen, ya que
el volumen utilizado es bajo y la concentracion de espermatozoides también, aunque

sigue siendo grande en comparacién con el necesario en |IA intrauterina.

- por via laparoscopica

En este caso el semen se deposita directamente en la luz del Utero o inclusive al
final del cuerno. Existen dos vias de acceso al Gtero, una transcervical y otra
quirdrgica. En la via transcervical se accede al Utero a través del cérvix, ayudado con

la sujecion del cervix y a veces, con la aplicacion de un farmaco relajante

El acceso al Utero ha evolucionado desde su comienzo en la década de los “70,
cuando se realizaba un acceso quirtrgico por laparotomia medioventral (Lightfoot;
Salamon, 1970), hasta la década de los 80, en la que por medio de un laparoscopio se
accede a la cavidad abdominal (Killeen; Caffery, 1982) permitiendo la localizacion y
deposicion del semen en la luz uterina. Es el segundo método mas empleado en la 1A

de pequefios rumiantes.

Presenta una serie de inconvenientes como son el costo del laparoscopio, la

formacion especifica del personal inseminador, el nUmero de operarios necesarios y el
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bajo nimero de ovejas inseminadas por hora, o que en conjunto hacen que el costo
total de la técnica sea alto y se reserve su utilizacion para inseminar con semen de alto

valor genético o para la transferencia embrionaria.

La IA intrauterina puede ser un procedimiento adecuado para mejorar la fertilidad
en caprinos lograda por IA con semen congelado, ya que el lugar donde se produce el
deposito del semen elimina el problema del primer obstaculo (el cérvix), como asi
también el envejecimiento de los espermatozoides en el tracto genital de la hembra
(Maxwell; Salamon, 1993).

- Eficiencia reproductiva de la fertilidad “in vivo” por inseminacion artificial

Son numerosos los factores que influyen en la eficiencia lograda a través de la IA,
los cuales se pueden agrupar en: propios de la hembra o propios de la técnica. Los
inherentes a la hembra son: la condicién corporal (Gonzales de Bulnes; Osoro; Lépez
Sebastian, 1999; Cueto; Gibbons; Abad, 2000; Kusinas; et al.; 2001), la edad (Ritar et
al., 1990 a), la alimentacién recibida, el tratamiento de sincronizacién de celo y
ovulacién recibido (Ritar y Salamon, 1983), el numero de tratamientos de
sincronizacién recibidos en el tiempo (Roy et al., 1999; Drion et al. 2001), la condicién
fisioldgica — seca o en lactacion- y el nivel de produccién (Gonzales et al., 1990), la
conformacion anatémica del cuello del atero (Ritar; Salamon, 1983; Ritar; Ball; O’May,
1990 a y b; Ritar, 1993; Gibbons, 2002;Salvador et al., 2005), entre otros.

Entre los factores propios de la técnica podemos mencionar: el sitio de deposicion
del semen (Ritar; Salamon, 1983; Ritar; Ball; O'May, 1990 a y b; Ritar, 1993; Gibbons,
2002;Salvador et al., 2005), el tipo de semen utilizado: semen fresco (Ritar; Salamon,
1983; Lorenzo et al.; 1997; Greyling; van der Nest, 2000; Motlomelo; Greyling;
Schwalbach, 2002; Romano, 2004; Lehloenya; Greyling; Schwalbach, 2005) o
refrigerado o congelado (Ritar; Salamon, 1983; Ritar, 1993; Ritar; Ball, 1993; Ferrari et
al., 1998; Dorado; Rodriguez; Hidalgo, 2007); el grado de dilucion del semen (Ritar et
al., 1990 a y b), tipo de empaquetado utilizado para congelarlo (Ritar et al., 1990 a y b;
Ritar; Ball, 1991), lugar del tracto reproductivo donde es depositado el semen (Ritar et

al.,, 1990 a; Ritar; Ball, 1991), momento de ovulacién y momento de realizada la
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inseminacion (Ritar et al., 1990 a; Ritar; Ball, 1991), nimero de inseminaciones y dosis

de espermatozoides (Ritar et al., 1990 a), estos entre los mas importantes.

En el Tabla 2, se pueden observar datos de eficiencia reproductiva “in vivo”
obtenidos en diferentes partes del mundo a través de variados métodos utilizando

semen fresco, refrigerado y congelado.



Tabla 2: Fertilidad después de inseminacion artificial con semen fresco, refrigerado y congelado

Método

Epocade

Rango

Método de

Concentracién de

N° de

Referencia Sincroni- Sincroni- Diluyente de Conservacion Lugar IA spz/dosis (x10%0 N . . Cabras Pre.”?? 0 o Comentarios
zacion zacion Dilucién | Semen volumen (ml) INSEMINACIONES || o paricion (%)
Motlomelo, | MAP 16 | Otofio Leche des. 1.2 Fresco Cervical | 300en0,1 2 (48y 60 hs. 30 51,7 CIDR con
et al.,, 2002. | FGA 16 diluido pos extrac.- 30 60,0 P4. Prefiez
CIDR 16 Esp) 30 46,7 (%)
Romano, CIDR 13 | Otofio Leche des. ND Fresco Intra ND 2(12y24hs. 19 12/19 (63) CIDR con
2004 FGA 13 diluido y cervical pos celo) 19 12/19 (63) P4. Paricion
MAP 13 refrigerado 20 13/20 (65) (%)
Greyling et CN Otofio. No -- Fresco Cervical 0,05 2(12y24hs 20 75 Prefiez (%)
al., 2000 MAP pos celo) 20 65
60mg 14 2 (48 y 60 hs. 20 70
MAP pos extrac.-
30mg 14 Esp)
Lehloenya MAP 16 | Otofio. Leche des. 1.2 Fresco Cervical 6-700en 0,1 2 (48y 60 hs. 42 52 Raza Boer
et al,, ZOQ5 MAP 16 diluido pos extrac.- 48 53 Raza Nguni
Esp)
Lorenzo et ND Prim. ND ND Fresco ND ND ND 20 80 Paricién (%)
al.,1997 Ver. 13 69,20
Otofio 21 80,95
Inv. 15 60
Gibbons, ND ND ND ND congelado Cervical 200 ND 620 40-45 Paricién
2002 Laparosc | 100 1238 46-60 (%)
opia
Chauhan ND ND Tris-YH 1:10 Congelado en | ND 140-180 en 0,25 ND Paricion
et al., 1990 20% pajuelas 26 80,7 (%)
Lech. des.-
YH
YH-Cit.-Glu.
Bedotti et CN ND ND ND ND Cervical ND Servicio 170 92,12 Paricién (%)
al., 2003 natural
Dorado, et FGA 11 [ ND Tris-YH ND ND Intra ND 2 (36 y60 hs. 21 42,9 (28,6) Prefiez
al., 2007 20% cervical pos extrac.- 21 52,4 (47,6) (Paricion)
Lech. des.- Esp) (%)
YH 20%
Ferrari et MAP 11 | Otofio Tris-YH ND Congelado Cervical ND ND 16 31,2 Prefiez (%)
al., 1998 1,5%
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Método Epocade Rango Método de Concentracion de N° N° de Prefiez,
Referencia Sincroni- Sincroni- Diluyente de Conservacion Lugar IA spz/dosis (x10%0 inseminaciones Cabras paricion u Comentarios
zacion zacion Dilucién Semen volumen (ml) 1A otras
Ritar, 1993 CIDR Otofio Tris-Cit.- Congelado en | Cervical 354
Glu.-YH pastillas
1,5%
Ritar et FGA Congelado en | Cervical 80 1833 39,1 Prefiez (%)
al.,1990 CIDR Pastillas o Laparosc | 120 63,6
Pajuelas Opica 160 52,1
Ritar; Ball, CIDR Otofio Tris-Cit.- 1.0,5 Congelado en | Cervical 0,09y0,12 109 29,4 Paricién (%)
1993 Glu.-YH1,2 | 1:2 pastillas o (pastillas) o 0,25 113 37,2
; 1,5y 1,8% pajuelas (Pajuelas)
Rocaetal.,, [ FGA 11 | Otofio Tris-Cit.- Refrigerado Cervical 120 en 0,5 2(31y49hs. 115 75 Prefiez (%)
1997 Prim. Glu.-YH 2% diluido en pos extrac.- 104 73
pajuelas Esp)
Ritar; FGA 16- | Otofio Tris-Cit.- 1.2 Congelado en | Cervical 60 16 64 84,4 (75) Prefiez
Salamon, 18 Glu.-YH 9% pastillas (Paricion)
1983 Freso diluido 120 2 (10-14y 24 62 67,7 (50) (%)
hs.pos
extrac.-Esp)
Ritar et CIDR Otofio Congelado Laparosc 46 Paricién
al.,1989 FGA opia 65 (%)
Veraet al., CN ND SNC Cervical ND ND 40 74 Paricion
2004 SDC ND 1 40 64 (%)
Fresco 0,12 1 40 63
Congelado en 0,5 1 40 18
pajuelas
Veraet al., CN Prim. SNC Cervical ND ND 75 9,0 Paricion
2003 Ver. SNC 210 67,7 (%)
Otofio SNC 210 77,8
Invier. SNC 125 70,6

Aclaracion: Dentro de cada fila respetar la linea, ya que los datos presentados hacen referencia a experimentos y resultados obtenidos en cada uno de ellos.
Referencias: SPZ: Espermatozoides; MAP: Acetato de Medroxiprogesterona; FGA: Acetato de Fluorogestona; CIDR: Dispositivo Interno de. Liberacion controlada de
drogas; P4: progesterona; ND: No disponible en la publicacion; CN: Celo natural; el nUmero que acompafa el método de sincronizacion expresa los dias de duracion
del tratamiento; YH: yema de Huevo; Leche. des: leche descremada; Cit.-Glu.: Citrato-Glucosa; pos extrac.-Esp : posterior a la extraccién de la esponja; SNC:
Servicio Natural a Campo; SDC: Servicio Dirigido a Corral. Prim.: Primavera; Ver.: Verano; Inv.: Invierno.




2.4.- PROCESAMIENTO DEL SEMEN

Obtener una muestra de semen, constituye el primer paso para poder realizar
trabajos en espermatologia. El o los método/s de recoleccién de semen debe/n cumplir
con algunos requerimientos minimos para garantizar la calidad de los eyaculados, no
suponer peligro para el animal ni para el operador y permitir la obtencién de
volimenes seminales semejantes a los de una monta natural, evitando tanto la

contaminacién como los cambios bruscos de temperatura.

Es muy importante examinar con precision los érganos reproductores, puesto que la
produccion de semen esta relacionada con el tamafo testicular (1 g de testiculo
produce 20.000 espermatozoide/dia). Por otra parte, la palpacion testicular permite
eliminar aquellos machos con alteraciones morfolégicas o patologicas (Evans;
Maxwell, 1990).

Un factor a tener presente es la influencia de la edad en la calidad relativa del
semen obtenido de un macho. Las primeras divisiones de las espermatogonias en los
tubulos seminiferos que inician la actividad de formacion de espermatozoides tienen
lugar entre los 40 y 50 dias posnacimiento del animal. Los primeros espermatocitos se
pueden observar alrededor de los 60 dias, momento a partir del cual se establece en
forma permanente la espermatogénesis. Sin embargo, recién a los 84 dias
practicamente todos los tubos seminiferos se encuentran activos (Hafez, 1989). En la
raza caprina Takara, los primeros espermatozoides se observan en los conductos
deferentes a la edad de 3 meses, apareciendo células espermaticas en los tubulos
seminiferos a los 4 meses de edad (Nishimura et al., 2000).

En este momento, los espermatozoides presentes en los primeros eyaculados en
un alto porcentaje se encuentran incompletos, inmaduros y con malformaciones,
siendo su motilidad mas bien escasa (Hafez, 1989). Por lo tanto, la edad de los
machos es un factor muy importante en el rendimiento seminal, ya que en animales
menores a los 6 meses de vida la espermatogénesis no esta plenamente desarrollada
consiguiendo por lo tanto eyaculados de calidad variable. Por otro lado, machos con
mas de 4 afios de edad pueden presentar menor produccion seminal y calidad del

eyaculado, lo que también se constituye en un factor a tener en cuenta.
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La frecuencia de recoleccion es un factor no menos importante, debido a que
puede hacer variar algunos parametros cuantitativos (volumen, concentracion y
namero total de espermatozoides) (Ritar et al., 1992), siendo la frecuencia de
recoleccion més adoptada en caprinos de 1-2 saltos por semana (Deka; Rao, 1986;
Chauhan; Anand, 1990).

- Métodos de recoleccién del semen: Vagina Atrtificial

El uso de la vagina artificial es el método més utilizado para la recoleccion de
semen caprino gracias a las ventajas que confiere (Ritar; Salamon, 1982; Memmon et
al., 1985; Deka; Rao, 1986; Chauhan; Anand, 1990; Pintado et al., 1991; Roca et al.,
1992 y 1993; Ritar; Ball, 1993; Ritar, 1993). Se realiza mediante la utilizacién de un
dispositivo artificial cilindrico que simula la vagina de la cabra y que consta de un tubo
externo rigido de material sintético y de una camisa interna de latex que se repliega y
se asegura sobre los extremos del tubo externo con bandas elasticas. A uno de los
extremos de la vagina se le adosa un cono de latex unido a un tubo de colector. El
ajuste de la vagina se logra mediante una valvula lateral por donde se introducen agua
caliente y aire que quedan alojados entre el tubo rigido y la camisa interna de la

vagina.

Existe variedad de modelos de vagina artificial que se diferencian en su morfologia,
pero todas proporcionan estimulos térmicos (temperatura), elasticos y mecdanicos
(presion) necesarios para mantener la ereccion del pene del macho y la eyaculacion
(Evans; Maxwell, 1990). En los rumiantes, el estimulo ejercido por la temperatura es
mas importante para producir el eyaculado, que él producido por la presion sobre el
pene (Hafez, 1989 y 2002). Por lo tanto la temperatura interior de la vagina artificial
debe encontrarse entre 41 y 45° C (Evans; Maxwell, 1990).

- Caracteristicas Seminales del Caprino:

La espermatogénesis del caprino es continua, siendo afectada por numerosos

factores tales como la raza (Karagiannidis et al., 2000; Todini et al., 2007), la edad, la

época de nacimiento, la temperatura ambiente, la presencia de otros machos o
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hembras, el estado nutricional y el fotoperiodo (Tron, 1986; Roca, 1991; Restall, 1992;
Walkden Brown et al., 1993; Perez; Mateos, 1997; Rivera, 2003; Alvarez Ramirez et
al., 2001). La influencia del fotoperiodo, se traduce en variaciones en la concentracion
de hormonas (testosterona, LH y FSH; Delgadillo et al., 1993, 2004 a y b; Barkawi et
al., 2006; Todini et al., 2007) y éstas hacen que se presenten variaciones en la
cantidad y calidad espermatica durante el afio (Perez et al., 1996;Lorenzo et al., 1997,
Dorado et al., 2003; Al-Ghalban et al., 2004; Delgadillo. et al., 2004 a; Barkawi et al.,
2006) variaciones que se presentan también a diferentes edades (Gauthier et al.,
1998; Tabla 3).

Es normal que la concentracion espermatica varie de
4.302x10%espermatozoides/eyaculado en primavera (Perez et al., 1996; Lorenzo et
al., 1997; Karagiannidis et al., 2000; Dorado et al., 2003; Delgadillo et al., 2004a; Al-
Ghalban et al., 2004; Barkawi et al., 2006:) a 3.261x10%espermatozoides/eyaculado
en otofio (Perez et al., 1996; Lorenzo et al., 1997; Karagiannidis et al., 2000; Dorado et
al., 2003; Vera et al., 2003; Al-Ghalban et al., 2004; Delgadillo et al., 2004; Barkawi et
al., 2006), estos cambios en la concentracién estan acompafnados por cambios en el
volumen (Perez et al., 1996; Lorenzo et al., 1997; Karagiannidis et al., 2000; Dorado et
al., 2003; Al-Ghalban et al., 2004; Barkawi et al., 2006;). Mientras que al progresar la
edad de los machos, también se observan cambios en la concentracion y volumen
(Gauthier et al., 1998; Al-Ghalban et al., 2004; Tabla 3).

Respecto de la circunferencia escrotal, también se observan variaciones
estacionales (Walkden-Brown et al., 1994; Vera et al., 2002 a y b, 2004; Barkawi et al.,
2006; Vera et al., 2008) y del peso testicular (Delgadillo et al., 1993; Walkden-Brown et
al., 1994; Delgadillo et al., 2004 b), estas variaciones también se manifiestan a
distintas edades (Vera et al., 2002a y b; 2004; Al-Ghalban et al., 2004; Vera et al.,
2008; Tabla 3).

Este mismo comportamiento se observa en el porcentaje de espermatozoides vivos
(Al-Ghalban et al., 2004; Delgadillo et al., 2004a Barkawi et al., 2006), la motilidad
(Perez et al., 1996; Lorenzo et al.,, 1997; Karagiannidis et al., 2000; Dorado et al.,
2003; Al-Ghalban et al., 2004; Delgadillo et al., 2004 a; Barkawi et al., 2006) y la
fertilidad que muestran sus mejores valores durante la estacion reproductiva (Lorenzo

et al., 1997; Vera et al.,, 2003 b, Tabla 3). Mientras que las malformaciones



45

espermédticas también muestran un marcado patron de comportamiento estacional
(Karagiannidis et al., 2000; Dorado et al., 2003; Al-Ghalban et al., 2004; Barkawi et al.,
2006).

Respecto del comportamiento de algunas de estas variables (volumen,
concentracioén -10°/ml-, pH; motilidad masal; motilidad individual progresiva; porcentaje
de espermatozoides vivos y presencia de anormalidades) en relacion a la secuencia
del eyaculado, algunos autores observaron mejores valores en el segundo eyaculado
respecto del primero de ellos (Barkawi et al., 2006). Por el contrario, Ritar et al. (1992)
observaron un desmejoramiento en el segundo salto respecto del primero en variables

como volumen, concentracion y tiempo de reaccién al eyaculado.

El Tabla 3 muestras las caracteristicas del semen fresco obtenido por medio de
vagina artificial, la circunferencia escrotal y la fertilidad reportada por diferentes

autores en el mundo.



Tabla 3: Caracteristicas de un eyaculado (concentracion espermatica, volumen, espermatozoides vivos y motiles) obtenido por medio de
vagina artificial, valor de la circunferencia escrotal y la fertilidad.

Concentracion Circunferencia Escrotal Fertilidad (%
espermatica (x109/ml) Volumen (ml) (cm) o Peso Testicular Espz Vivos (%) Motilidad PN
Autor ) Paricién)
Inc. Foto. Desc. Inc. Foto. Desc. Inc. Foto. Desc. Foto. Inc. Foto. Desc. Inc. Desc. Foto. Inc. Foto. Desc.
Foto. Foto. Foto. Foto. Foto
Delgadi | Invierno Oto.: ND ND ND ND Inv.: 59,3 Oto.: 60,7 | Inv.: 3,3 | Oto.: 3,4 ND ND
llo et 3,95/ey. 4,3ley. Prim.: 45,6 Ver.: 50 Prim.: Ver.: 2,6
al., Primav.: Ver.: 2,6
20042 4.2/ey. 3,8/ey.
Lorenz Invierno Oto.: 3,12 | Inv.: 1,02 0Oto.: 0,94 | ND ND ND ND Inv.: Oto.: 3,12 Inv.: 60 Oto.: 81
oetal., | 3,59 Ver.: 3,69 | Prim.: Ver.: 1,05 3,82 (MM) Prim.: 80 | Ver.:
1997 Primav. 0,94 (MM) Ver.: 4,07 69,2
3,32 Prim.: (MM)
3,9
(MM)
Perez 6,016+0,1 | 3,923+0,1 | 0,48+0,03 | 1,01+0,06 | ND ND ND ND 73 % 76 % ND ND
et al., 5/ml 2/ml
1996
Vera et ND 4,948+0,1 | ND 1,0+0,27 ND ND ND ND ND 4,31 (MM) ND ND
al., 6/ml
2003 a
Vera et ND ND ND ND Inv.:17,2 Oto.: 17,7 ND ND ND ND ND ND
al., Prim.:21,9 | Ver.: 24
2002 a
Walkde | ND ND ND ND Inv.: 22,8 Oto.:25,1 ND ND ND ND ND ND
n- Prim.: Ver.:25,3
Brown 23,6
et al.,
1994
Vera et ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND Inv.: 70,6 Oto.:
al.,2003 Prim.: 8,9 | 77,8
b Ver.:
67,7
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Tabla 3: Caracteristicas de un eyaculado (concentracion espermatica, volumen, espermatozoides vivos y motiles) obtenido por medio de
vagina artificial, valor de la circunferencia escrotal y la fertilidad.

Concentracion Volumen (ml) Circunferencia Escrotal (cm) o | Espz Vivos (%) Motilidad Fertilidad (%
espermatica peso testicular (g) Paricién)
Autor | (x10%mlI)
Inc. Desc. Inc. Foto. Desc. Inc. Foto. Desc. Foto. Inc. Foto. Desc. Inc. Foto. Desc. Inc. Foto. Desc.
Foto. Foto. Foto. Foto. Foto. Foto
Karagia | Inv.: 3,5 | Oto.: 3,1 Invi.: 1,1 Oto.: 1,3 ND ND ND ND Inv.: 60 Oto.: 69 | ND ND
nnidis Prim.: Ver.: 3,9 Prim.: 0,9 | Ver.: 1,3 Prim.: 57 Ver.: 66
et al., 4,3
2000
Vera et ND ND ND ND Inv.: Oto.: ND ND ND ND ND ND
al., G1: 18,7, G1: 20,7,
2002b G2: 20,3y G2:22,2y
G3: 23,8. G3: 25,3.
Prim.: Ver.:
G1: 21,7, G1: 24,7,
G2: 24y G2: 26,5y
G3: 25,8. G3: 28,5.
Vera et ND ND ND ND Inv.: Oto.: ND ND ND ND ND ND
al., G4: 18,5, G4: 18,5,
2004a G5: 213y G5: 23,3y
G6: 22,1. G6: 24,2.
Prim.: Ver.:
G4: 23,3, G4: 25,3,
G5: 233y G5: 27,7y
G6: 25,2. G6: ND.
Delgadi | ND ND ND ND Inv.: 76,8 gr Oto.: 84,9 gr ND ND ND ND ND ND
llo et Prim.: 93,7 gr | Ver.: 110,1 gr
al.,
2004b
Barkawi | Inv.: 3 Oto.: 4,6 Inv.: 0,6 Oto.: 1 Inv.: 25 Oto.: 25,4 Inv.: 77,2 Oto.: 82,5 | Inv.: 80,3 0Oto.:79, | ND ND
et al., Prim.: Ver.: 4,4 Prim.: 0,4 | Ver.: 0,9 Prim.: 26,2 Ver.: 27,3 Prim.: Ver.: 87,2 | (MIP) 5 (MIP)
2006 1,8 76,4 Prim.: Ver.:
73,1 (MIP) | 81,2
(MIP)
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Tabla 3: Caracteristicas de un eyaculado (concentracion espermatica, volumen, espermatozoides vivos y motiles) obtenido por medio de
vagina artificial, valor de la circunferencia escrotal y la fertilidad.

Concentracion Volumen (ml) Circunferencia Escrotal (cm) o | Espz Vivos (%) Motilidad Fertilidad (%
espermatica peso testicular (g) Paricién)
Autor | (x10%/ml)
Inc. Foto. Desc. Inc. Foto. Desc. Inc. Foto. Desc. Foto. Inc. Foto. Desc. Inc. Foto. Desc. Inc. Foto. Desc.
Foto. Foto. Foto. Foto. Foto
Vera et ND ND ND ND Inv.: Oto.: ND ND ND ND ND ND
al., G7:17,6 G7:19,1
2008 G8: 20,6 G8:22,8
G9: 21,5 G9: 23,9
G10: 22,9 G10: 25,3
Prim.: Ver.:
G7: 20,9 G7: 19,6
G8: 23 G8: 24,2
G9: 24,1 G9: 26,3
G10: 25,2 G10: 26,9
Gauthie | Edad: ND Edad: ND ND ND ND ND ND ND ND ND
retal., 4 mes. 4
1998 :0,2 mes.:0,1
5 mes.: 5 mes.:
1,9 0,2
8 mes.: 8 mes.:
3,2 0,3
3 afos: 3 afos:
2,4 0,8
Dorado Inv.: 4 Otono: Inv.: 1,2 Oto.: 1,3 ND ND ND ND Inv.: 80,9 Oto.: ND ND
et al., Prim.: 4,3 | 3,1 Prim.: 1,2 | Ver.: 1,1 Prim.: 79,4
2003. Ver.: 84,9 Ver.:
3,1 81,6
Al- Inv.: 4,2 Oto.: Inv.: 1,1 Oto.: 1 Inv.: 30,3 Oto.: 31,5 Inv.: 80,6 Oto.: 67,4 | Inv.: 61,7 Oto.: ND ND
Ghalba | Prim.:6,3 | 1,4 Prim.: 0,8 | Ver.: 1,1 Prim.: 32 Ver.: 31,7 Prim.: Ver..: 75,9 | Prim.: 51,1
n et al., Ver.: 77,9 79,4 Ver.:
2004 2,7 70,3

Referencias: Espz.: Espermatozoides; Inc.: incremento; Desc.: Descenso; ND: No disponible; ey.: eyaculado; mes.: meses; Inv.: invierno; Oto.: Otofio; Prim.:
Primavera; Ver.: Verano; MM: Motilidad Masal; MIP: motilidad individual progresiva; G1: 12 a 24 meses de edad; G2: 20 a 32 meses de edad; G3: 36 a 48 meses de
edad; G4: 6 a 17 meses de edad; G5: 18 a 29 meses de edad; G6: 30 a 38 meses de edad; G7: 2 a 13 meses de edad; G8: 14 a 25 meses de edad; G9: 26 a 37 meses

de edad; G10: 38 a 50 meses de edad.
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- Caracteristicas generales de la criopreservacion de espermatozoides

La sobrevida de los espermatozoides en presencia de plasma seminal luego de la
eyaculacion se encuentra limitada s6lo a una muy corta fraccion de tiempo. Para
favorecer su supervivencia por un periodo mas prolongado, es necesario adicionarle
sustancias (diluyentes) que le aseguren un medio adecuado. Este proceso se
denomina dilucion. Otra ventaja adicional de la dilucién es que permite aumentar el
volumen del eyaculado logrando reducir la concentracion de espermatozoides por
unidad de volumen lo que permite inseminar un mayor nimero de hembras que las

gue se podian inseminar con el volumen inicial.

- Diluyentes y crioprotectores

Es necesario distinguir entre el diluyente para la congelacion y el crioprotector

propiamente dicho, que normalmente es uno de los componentes del primero.

El diluyente para la congelacién, de acuerdo a lo definido por Salisbury y

Vandemark (1964), debe tener las siguientes caracteristicas:

- Contener agentes crioprotectores que protejan las células espermaticas
durante el congelamiento;

- Proteger la célula espermatica del shock térmico;

- Poseer capacidad de “buffer” para amortiguar los posibles cambios de pH de
producto del metabolismo,

- Suministrar una fuente energética para el metabolismo espermético;

- Proveer un adecuado balance mineral esencial para la vida de la célula;

- Poseer una presién osmotica isotonica con el espermatozoide y

- Proteger a los espermatozoides de los organismos bacterianos.

La mayoria de los diluyentes son ligeramente hiperosméticos con respecto al
plasma seminal, ya que de este modo se reduce la probabilidad de formacién de
cristales de hielo intracelulares por provocar una salida parcial de agua anterior al

enfriamiento (Fiser; Langford, 1981).
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En cambio, los crioprotectores propiamente dichos se pueden dividir en penetrantes
(glicerol, etilenglicol, DMSO, metanol, polietilenglicol, etc.) y no penetrantes (glucosa,
sacarosa, galactosa, polivinilperrolidona, alcoholpolivinilico, etc.). Su funcion es
contrarrestar el cambio de volumen que se va a producir durante la congelacion. Asi,
la pérdida rapida de agua intracelular, provocada por la congelacion del medio
extracelular, permite la entrada lenta de crioprotector. Es el caso del glicerol. Todos los
crioprotectores producen deshidratacion celular por 6smosis, disminuyen el punto de
congelacion, alteran la bicapa lipidica incrementando su permeabilidad al agua y a los
iones al aumentar el tamafio de los canales de agua, interaccionan con proteinas y
glicoproteinas de membrana (Hammerstedt et al., 1990). Para ejercer estos efectos los
agentes no tienen por qué penetrar en la célula (Watson, 1995). No obstante, la
ventaja de los penetrantes es la proteccion contra el dafio derivado de la reduccion

excesiva de volumen.

Por lo tanto, para cumplir con estas caracteristicas, los constituyentes mas
comunmente utilizados en los diluyentes para criopreservacion de espermatozoides

son:

- Crioprotectores: penetrantes (glicerol, etilenglicol y dimetilsulfoxido)

- Protectores de membrana y aportantes de nutrientes (leche descremada y
yema de huevo);

- Buffers: Tris o Tes;

- Azucares: glucosa, lactosa, rafinosa, sacarosa o trealosa;

- Sales: citrato de sodio y &cido citrico

- Antibioticos: penicilina, estreptomicina, etc.

En cambio, los diluyentes para conservacion “En Fresco o Refrigerado” de semen

no requieren en su composicion a los crioprotectores.

Por lo tanto, el uso de diluyentes seminales permite, segin pequefias
modificaciones en la formulacion de los mismos, variar el tiempo de conservacion del

semen. Por ello, si lo que se pretende es conservar:

e Semen en estado “Fresco”, ya sea “puro o diluido”, so6lo por

algunas horas (no mas de 2 hs) se debera diluir el semen y
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conservarlo a una temperatura préxima a los 30° C. Este leve
descenso de la temperatura tiene por objetivo deprimir el
metabolismo celular y de esta manera prolongar la vida media
(Guillan et al., 2004). En este proceso de conservacion el
diluyente puede o no contener crioprotector (glicerol) debido a
gue no se van a congelar las células y ademas que éste es
téxico para los espermatozoides a temperaturas mayores a los
30° C (Colas, 1975).

e Semen en estado “Fresco refrigerado”, ya sea “puro o diluido”,
por mas tiempo (12 a 24 horas), se realiza dilucion con medios
que no contengan crioprotectores o apenas un minimo
porcentaje de ellos. Ademas, un descenso paulatino de la
temperatura de conservacion, entre los 15° C y 5° C. Esta
temperatura final de conservacion, disminuye sustancialmente
el metabolismo celular y la motilidad de los espermatozoides,
prolongando de esta manera la vida media de los mismos por
varias horas e inclusive dias (Maxwell; Salamon, 1993;
Lebouef et al., 2000; Guillan et al., 2004).

e Semen por largos periodos (meses o afios), el proceso es la
“Congelacion” a una temperatura de — 196° C sumergido en
nitrogeno liquido. En este caso el diluyente utilizado debera
contener todos los constituyentes descriptos mas arriba,
ademas de un riguroso protocolo de trabajo que minimice los
daflos que provocan tanto la congelacion como el
descongelado (Lebouef et al.,, 2000; Salamon; Maxwell,
2000;). Esta temperatura de conservacion, detiene el
metabolismo celular y con ello toda actividad de los
espermatozoides, prolongando de esta manera la vida media
de los mismos por afios o indefinidamente (Maxwell; Salamon,
1993; Lebouef et al., 2000; Guillan et al., 2004).
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2.5.- CONGELADO DE LOS ESPERMATOZOIDES.

El congelado es una técnica muy difundida que tiene como finalidad conservar
material biolégico a muy bajas temperaturas, en principio por tiempo indefinido. Este
proceso conlleva la interrupcién artificial del proceso de maduracion y fertilizacion o
muerte de los espermatozoides (Watson, 1995). Especificamente en el area de la
reproduccion y por su aplicabilidad, se ha constituido en un elemento clave en la
evolucion de los sistemas de mejoramiento genético animal ya que ha permitido la
conservacion de semen de machos genéticamente superiores por largos periodos, lo
gue sumado a planes de seleccion y mejora genética ha posibilitado el uso masivo de

la inseminacion artificial en el mundo.

En este complejo proceso de la criopreservacion inciden multiples factores que
afectaran la conservacion de las células y la recuperacion posdescongelado de las
cualidades que éstas poseian previo a la misma. Esta técnica tiene por objetivo
preservar la vida celular a — 196° C (Lebouef et al., 2000; Guillan et al., 2004), donde
las células experimentan estrés producto de importantes cambios fisicos en su pasaje
del estado liquido al sélido (Holt, 2000). Los protocolos de criopreservacion, por medio
de la utilizacion de diluyentes y crioprotectores, buscan minimizar los dafios
producidos por la formacién de cristales de hielo que se forman del agua libre dentro
de la célula y a su vez, reducir el efecto de solucién que se produce al exponer células
no congeladas a altas concentraciones de solutos (Mazur et al., 1970), para conservar

intactas las cualidades que éstos presentaban antes de este proceso.

El hielo intracelular es cristal de agua pura que durante el proceso de congelado es
inevitable que se forme. Ahora bien, si la velocidad de congelacion es alta, el agua no
abandona la célula y se congela formando grandes cristales que no provocan dafio
celular. En cambio, si la velocidad de congelacion es baja se da lugar a la
cristalizacion de agua de pequefio tamafio, extremadamente dafina para la célula
(Holt, 2000).

Por otro lado, a medida que se congela el agua dentro de la célula también ocurre
lo mismo con el agua que se encuentra fuera de ésta, este proceso lleva a la
concentracion de solutos extracelulares (sales, azlcares y proteinas), esta alta

concentracion externa supone un estrés osmotico para el espermatozoide (Mazur et
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al., 1970), debido tanto a la pérdida de agua que sufre como al ingreso de algunos
solutos (Mazur et al., 1984). Estos procesos suponen deshidratacion celular y con ello
una disminucién del volumen. Si esta disminucion sobrepasa un limite critico, la bicapa
de fosfolipidos de la membrana se rompe y con ello, se altera la entrada y salida de
componentes, el contenido celular se vierte al exterior y el hielo extracelular penetra

hacia el interior del espermatozoide.

Algunos componentes de los diluyentes son indispensables para la protecciéon del
espermatozoide, actuando unos en forma directa sobre las membranas celulares
durante el enfriado como la yema de huevo (Philips, 1939 citado por Gillan et al.,
2004), la leche entera (Michajinov, 1951 citado por Salisbury; VanDemark, 1964) y la
leche descremada (Almquist et al., 1954 citado por Salisbury; VanDemark, 1964 y
Jones et al., 1972). Otros actian en forma indirecta y son sustancias que atraviesan
rapidamente la membrana plasmatica, se unen al agua intracelular, disminuyendo el
tamafio y la cantidad de cristales de hielo (glicerol, Berstein; Petropavlosky 1937 citado
por Gillan et al., 2004).

En el caso de la yema de huevo, los fosfolipidos presentes en las lipoproteinas de
baja densidad serian los responsables del efecto protector (Parks et al., 1992). En el
caso de la leche, la caseina seria responsable de brindar tal efecto (O"Shea et al.,

1966) cuando es adicionada al diluyente de semen para luego proceder a congelarlo.

Estos componentes han sido utilizados en la crioconservacion de semen de la
mayoria de las especies con efectos positivos. En el macho cabrio por el contrario,
desde los primeros intentos de crioconservacion, se observd que el uso de estos
componentes en presencia de plasma seminal tenian mas efectos negativos que los

positivos esperados (Roy, 1957).

- Efecto del descenso térmico sobre las estructuras celulares.

El descubrimiento del glicerol como crioprotector (Polge; Smith; Parkes, 1949),
sumado al hecho que fueran espermatozoides las primeras células en ser
satisfactoriamente congeladas-descongeladas, resultdé determinante en el desarrollo

de la IA. La criopreservacion de espermatozoides, como también el mantenimiento de
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su capacidad fecundante, ha sido lograda de manera exitosa tanto en animales
domésticos como en silvestres. Pero muy a pesar de estos logros, los
espermatozoides experimentan dafios durante el proceso de congelado vy

descongelado (Parks; Graham, 1992).

El mantenimiento de la viabilidad y funcionalidad de los espermatozoides después
del proceso de congelado—descongelado depende de la interaccion de multiples
factores durante dicho proceso. Cada paso en el proceso de criopreservacion produce
un estrés celular que puede llegar a causar un dafio parcial o total del espermatozoide
(Hammerstedt et al., 1990; Watson, 1995).

El proceso 6ptimo de criopreservacion debe minimizar los efectos potencialmente
perjudiciales en cada uno de los pasos del protocolo. La manipulacion del semen, la
centrifugacion, el efecto osmaético de los crioprotectores y medios de congelacion, las
variaciones de la temperatura y los cambios de volumen celular durante el proceso de
congelado—descongelado son algunos de los factores perjudiciales para la viabilidad
espermatica (Watson, 1995). Minimizando la acciébn de estos factores, los
espermatozoides podran conservar un metabolismo que producira energia suficiente,
poseera motilidad progresiva lineal, el acrosoma se encontrara intacto y los dafios a
las proteinas de la membrana plasmatica serdn minimos, caracteristicas que le

permitiran fecundar un ovocito.

En sintesis, el proceso de criopreservacion provoca estrés celular, segun la
magnitud del descenso térmico al que son expuestos los espermatozoides. Este estres
se manifiesta de forma diferente a en los diferentes rangos de temperatura.

- Shock Térmico

Como ya se mencionara anteriormente, los espermatozoides sujetos a la
criopreservacion son muy sensibles a la reduccién brusca de la temperatura. El rango
de temperatura comprendido entre 25° C y 5° C (Watson, 1995), produce en el
espermatozoide agresiones o alteraciones que se conocen con el nombre de “SHOCK
TERMICO”. Es asi que tiene mucha importancia la velocidad a la que ocurre el

descenso térmico dentro de este rango de temperatura. El “SHOCK TERMICO” es la
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principal fuente de produccion de dafios a las membranas biolégicas, que se pueden

resumir en:

- Pérdida de la permeabilidad selectiva y de la integridad de la membrana
plasmatica (Pellicier-Rubio et al., 1997),

- Liberacién de enzimas intracelulares (Mann et al., 1955; Blackshaw et al.,
1957; Harrison et al., 1972) y lipidos (Blackshaw et al., 1957; Darin-Benet et al.,
1973),

- Redistribucion de iones (Quinn et al., 1966),

- Cambios en la membrana del acrosoma (Watson et al., 1972; Jones et al.,
1973) y de las mitocondrias (Watson et al., 1995),

- Pérdida de motilidad (Willet et al., 1942; Nunes et al., 1982) y

- Disminucion de la actividad metabdlica (Salisbury; VanDemark, 1945)

- Shock Osmotico

Luego de un periodo de estabilizacién a la temperatura de 4-5° C, se procede a
descender aun mas la temperatura, hasta -196° C. En esta etapa se observa un nuevo
rango de temperatura critica entre -5° C y -15° C en la que se produce el llamado
“SHOCK OSMOTICO”". Segun la velocidad en que transcurre el descenso en este
rango de temperatura, los dafios sobre el espermatozoide seran mas o0 menos
importantes. Aqui juega un papel muy significativo no sélo el contenido de agua en el
espermatozoide sino también los electrolitos presentes en la célula y en el ambiente
circundante. Si el proceso de descenso de la temperatura es lo suficientemente rapido
y la temperatura final lo suficientemente baja y este proceso ocurre en presencia de
crioprotectores como los agentes antes mencionados, la congelacion da lugar a
cristales pequefios que no producen excesivo dafo celular (Smith, 1954 citado por
Salisbury; VanDemark, 1964).

Estas lesiones incluyen dafios a escala estructural, ultraestructural, biogquimica y
funcional cuyo resultado es una reduccién en la motilidad y viabilidad de los
espermatozoides que se traducen en una baja fertilidad cuando este semen es usado
en IA (Salisbury; VanDemark, 1964).
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- Diluyentes en la especie caprina

- Caracteristicas de un diluyente seminal

Los diluyentes utilizados en la criopreservacion de semen caprino, al igual que los
utilizados en otra especies, debe poseer un pH adecuado, buena capacidad “buffer”,
adecuada osmolaridad y deben proteger al espermatozoide de la crio injuria. A
continuacion describiremos las caracteristicas de tres de los diluyentes mas utilizados

para la congelacion de semen caprino.

- Diluyentes en base a leche

La leche, entera o descremada, es muy utilizada en la constitucion de diluyente
para semen caprino. El primer reporte de utilizacion de la leche como diluyente de
semen bovino fue realizado en 1856 por un investigador aleman (Kdélliker, mencionado
por Salisbury; VanDemark, 1964). Los componentes que serian responsables de su
efecto protector se encuentran en su fraccion proteica. Hay quienes postulan que la
caseina seria responsable de brindar tal efecto (O"Shea et al., 1966), mientras que
para otros, la lactoalbimina podria actuar como tampoén frente a los cambios de pH

(Watson, 1979) y como agente quelante de metales pesados (Jones, 1969).

Por otra parte, para su utilizacién, la leche debe previamente sufrir un proceso de
tindalizacion, es decir calentarse a 92-95° C durante 10 minutos para inactivar una
proteina de la leche (lactenina) que es téxica para los espermatozoides (Flipse et al.,
1954), no siendo necesario este proceso cuando se emplea leche que ha sufrido el
proceso de esterilizacion a ultra alta temperatura (UAT). Los medios que utilizan leche
en su conformacion son muy utilizados (Salamon; Maxwell, 1995), incluyendo
frecuentemente leche descremada (Colas, 1975), ya que parece proporcionar mejores

resultados de fertilidad (Maxwell; Salamon, 1993).

Como se comentara anteriormente, se ha identificado una enzima que se origina en

las glandulas bulbouretrales que interactuando con la leche, produce un efecto
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detrimental sobre los espermatozoides (Pellicier-Rubio et al., 1997 y 1998), aspecto

gue se abordara particularmente mas adelante.

- Diluyentes en base a yema de huevo

Fue a partir de los estudios de Philips (1939) de la Universidad de Wisconsin (USA)
que se conocen las propiedades de la yema de huevo y comienza a utilizarse como
constituyente de los diluyentes de semen en variadas especies (mencionado por
Salisbury; VanDemark, 1964). La yema de huevo es el principal y mas efectivo
protector de la membrana plasmatica de los espermatozoides contra el shock térmico
o por frio. Debido a esta propiedad, se ha convertido en uno de los principales
constituyentes de los diluyentes para criopreservacion del semen, auque su efecto
protector no es igualmente efectivo en todas las especies (Watson, 1995). Serian
responsables de esta actividad los fosfolipidos de baja-densidad de la fraccion
lipoproteica (low density fraction, LDF) que se encuentra en la yema de huevo (Parks
et al., 1952; Quinn et al., 1980; Watson, 1981 b).

Su actividad protectora es fundamental en la membrana del espermatozoide
durante el shock térmico, pero también confiere proteccion durante el congelado-
descongelado (Salamon; Maxwell, 2000). EI mecanismo de proteccion de la yema de
huevo sobre las membranas plasmaticas permanece por ahora desconocido (Watson,
1981 b; Aboagla; Terada, 2004), existiendo varias hipétesis para explicar este
mecanismo. Por un lado se postula que su accion se debe a que induce una mayor
resistencia de la membrana (Kamscmidt; Mayer; Herman, 1953), por otro lado, estan
guienes postulan que su actividad se basa en la adhesion superficial a la membrana,
evitando asi la pérdida de lipidos constituyentes de la misma (Quinn et al., 1980;
Watson, 1981 b). Incluso, estan quienes postulan que constituyentes de la yema de
huevo reemplazarian a los fosfolipidos de la membrana que se pierden durante el

proceso de congelado (Graham; Foote, 1987).

También, como en el caso de la leche, se ha descripto una enzima que forma parte
del plasma seminal y que interactuando con la yema de huevo presenta efecto

detrimental sobre los espermatozoides.
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- Diluyentes en base a Lecitina de soja

Entre las dificultades que acarrea utilizar componentes de origen animal en la
formulacion de los diluyentes de semen se encuentran: las variaciones en su
composicion y los riesgos en la bioseguridad, debido a la contaminacion con agentes
patégenos (bacterias, micoplasmas y virus) (Bousseau et al., 1998; Miiller-Schlésser,
2005). Esto posibilitaria la transmision de enfermedades transportadas en los

componentes lacteos o en la yema de huevo que conforman el diluyente seminal.

Debido a estos riesgos y atendiendo a las crecientes demandas respecto de cumplir
con normas de bioseguridad que algunos paises le imponen a productos y
subproductos de origen animal como son los medios de dilucibn de semen, es que
desde hace algunos afios existen en el mercado diluyentes comerciales, que carecen
de proteinas de origen animal en su formulacién (Biochiphos, Bioxcell y Bioxcell CSS
de IMV o AndroMed de Minitiib). Estos presentan algunas ventajas frente a los
elaborados artesanalmente o comercialmente con proteina de origen animal, como por
ejemplo: partidas controladas y estandarizadas, bacteriolégicamente mas seguros
(evita la transmision de enfermedades animales), libre de drogas medicamentosas
(hormonas, antibiéticos, antimicoticos, antiparasitarios, promotores del crecimiento,
etc.). Estos diluyentes permiten ademas una mejor observacién al microscopio 6ptico,

son de uso simple, se pueden conservar congelados por mucho tiempo, etc.

Estos diluyentes han demostrado muy buen comportamiento en la especie bovina y
se han comenzado a probar en otras especies como cérvidos (Ciervo rojo y Gamo,
Zomborszky et al., 2005), equinos (Aurich et al., 2007), ovinos (Gil et al., 2003 a y b),
caninos (N6thling et al., 2007) y caprinos (Jannett et al., 2005, Paulenz et al., 2005 y
Bittencourt et al., 2006). Particularmente en semen de caprino, el éxito de su
aplicacion tendria un doble beneficio: eliminar el uso de proteinas de origen animal y
posiblemente evitar los problemas de la interaccion del plasma seminal con los

componentes de la yema de huevo o la leche.
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- Refrigeracion y equilibramiento del semen previo al congelado

La refrigeracion del semen diluido incluye un proceso de adaptacion del
espermatozoide a la sobrevida con un metabolismo reducido (Salamon; Maxwell,
2000). El enfriamiento que sufre el semen de los 37° a los 5° C provoca un tipo de
alteracion especifica relacionada con transiciones de fase de lipidos de la membrana
plasmatica, alteracion que es muy diferente a la que ocurre durante el congelado y el

descongelado, la cual incluye cambios mecanicos y osméticos (Ollero et al., 1998).

La refrigeracion produce un menor nimero de espermatozoides muertos respecto al
producido por el congelado-descongelado. Con este semen refrigerado utilizado en la
IA por via cervical, se obtienen tasas de fertilidad aceptables, siempre que el semen
refrigerado sea utilizado dentro de las 24 h de enfriado, contados desde el momento
de la eyaculacion. El enfriamiento muy rapido del semen de ungulados entre los 30° y
0° C, produce estrés en la célula, pudiendo ser letal para ella. El grado de estrés
producido esta directa y proporcionalmente relacionado a la tasa de enfriamiento y al
rango de temperatura (Watson, 1981 b). Este fenbmeno, conocido como shock térmico
afecta de forma diferente a espermatozoides de distintas especies, por lo tanto es

necesario establecer un cuidadoso manejo del enfriamiento previo a la congelacion.

El equilibramiento es considerado como el tiempo que un espermatozoide debe
permanecer en contacto con el glicerol previo a la congelacién y durante el cual éste
penetra en la célula para establecer una concentracion intra y extracelular balanceada
(Salamon; Maxwell, 2000), posibilitando que ejerza su accion de forma apropiada.
Generalmente, para el cumplimiento del fenbmeno descripto anteriormente, el semen
diluido y enfriado a 5° C es mantenido a esa temperatura durante un periodo de 2 h,
luego de la adicion del glicerol.

- Curva de descenso de la temperatura.

Una velocidad muy lenta de congelacion produce formacion de cristales de hielo
(dentro y fuera del espermatozoide), concentracién de sales, alteraciones de la
osmolaridad y del pH, con graves consecuencias para la célula. Cuando el proceso se

hace de manera muy rapida, esta congelacién celular no da tiempo a que el agua
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salga del interior de la célula, con consecuencias letales para el espermatozoide
(Mazur, 1965 citado por Watson, 1995). Por lo tanto esta curva de descenso es el
producto de una solucién de compromiso entre lo suficientemente rapida como para
prevenir los efectos negativos de las altas concentraciones de sales extracelulares que
se producen en el momento de la congelacion, y lo suficientemente lenta, como para
prevenir la formacién de cristales de hielo intracelulares que pueden destruir la célula
(Foote, 1984).

La velocidad ideal durante la congelacion depende de varios factores como del tipo
de diluyente, del tipo de envase, del método de congelacién, de la temperatura minima
alcanzada por el semen en el proceso de congelacion, etc. En el ovino, la velocidad
Optima de congelacién guarda una estrecha relacién con la concentracion de glicerol
utilizada obteniéndose la mejor conservacion de semen con una concentracion de
glicerol del 4 6 6 % (Colas, 1975). En el caprino, el rango de concentracion de glicerol
utilizado oscila entre 6 y 16 % (Fraser, 1962; Sahni; Roy, 1972; Rassouw, 1974 y
Waide et al., 1977 todos mencionados por Deka; Rao, 1986).

Considerando la temperatura minima al final del proceso de congelacion, Holt y
North (1994) vieron que entre —10 a —15° C, no existe un efecto significativo de la
velocidad de congelacion (15° C/minuto) sobre la calidad de semen de carnero, en
cambio a temperaturas inferiores a —15° C, encontraron importantes pérdidas de la

integridad de la membrana citoplasmatica.

- Reaccion entre constituyentes del plasma seminal caprino y constituyente de los
diluyentes.

Entre las numerosas sustancias que componen el plasma seminal de la especie
animal en estudio, se ha observado que algunos componentes provenientes de las
glandulas bulbouretrales interaccionan con constituyentes de los medios de
preservacion, particularmente con la yema de huevo (Roy, 1957) o de la leche
descremada (Pellicier-Rubio et al., 1997 y 1998; Sias et al., 2005) provocando lesiones
en los espermatozoides que conspiran contra su supervivencia y la fertilidad final del

semen asi conservado.
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En 1957, Roy trabajando con semen de caprinos describi6 una enzima que
producia coagulacion de la yema de huevo lo cual provocaba que el semen
conservado con diluyente constituido con yema de huevo tuviera una viabilidad
disminuida. Este investigador determin6é que esta enzima era una Fosfolipasa A que
en presencia de fosfolipidos tales como la lecitina, cataliza la reaccion produciendo
lisolecitinas y acidos grasos, encargados de provocar disminucion del pH vy

coagulacion de la yema de huevo.

Ademas esta interaccion se manifiesta por una disminucion de la motilidad y
viabilidad del semen criopreservado hecho que, por consiguiente, afecta
negativamente la fertilidad final del semen asi conservado (Nunes et al., 1982).
También se observa descondensacion de la cromatina en los espermatozoides, debido

a la accion de esta enzima (Sawyer; Brown, 1995).

La presencia en las células de lisolecitinas es muy importante ya que que juegan
un importante rol en la fusion celular de numerosos tipos celulares (Poole et al., 1970).
Asi en el espermatozoide, es la encargada de provocar la fusién de las membranas
plasméticas del capuchén acrosémico produciendo la reaccién acrosémica (Upreti et
al., 1999).

Respecto del agregado de leche descremada en el diluyente, también existe una
enzima originada en las glandulas bulbouretrales que produce efecto detrimental sobre
los espermatozoides. Se trata, como en el caso anterior, de una lipasa que fue llamada
lipasa glicoproteica secretada por la glandula bulbouretral del caprino (Fraccion
glicoproteica del plasma seminal -BUSgp60-), la cual posee un peso molecular de 55-
60 kDa (Pellicier-Rubio et al., 1997). El mecanismo de accion de esta lipasa esta
estrechamente relacionado con la presencia de triglicéridos en la leche descremada y
en las membranas plasmaticas del espermatozoide. Por medio de su accion se
produce un &cido graso insaturado (acido oleico) responsable de la accion téxica sobre
el espermatozoide (Pellicier-Rubio et al., 1997 y 1998). Como consecuencia de su
actividad se produce deterioro en la motilidad, en la integridad del acrosoma y
disminucion de la sobrevivencencia “in vitro” de los espermatozoides (Nunes et al.,
1982).
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Pellicier-Rubio et al. (1997; 1998), concluyeron primeramente que la fraccion
glicoproteica del plasma seminal (BUSgp60) es una lipasa similar a las pancreéticas
debido a su gran similitud con éstas en su peso molecular, su naturaleza glicoproteica
y su afinidad por la heparina. Ademas, en su investigacion realizaron la secuenciacion
de solo 37 amino&cidos que constituyen esta enzima, estudio que arrojé como
resultado una gran homologia (64% de identidad) con las lipasas pancreaticas

relacionadas a proteina 2 (PLRP2) de diferentes especies (Pellicier-Rubio et al., 1997).

Recientemente, se logrd purificar, secuenciar y sintetizar la lipasa presente en el
plasma seminal caprino, la fraccién glicoproteica del plasma seminal (BUSgp60; Sias
et al., 2005). La secuenciacion del ADNc permiti6 determinar que se trata de una
lipasa pancreatica, perteneciente a la subfamilia de las lipasas pancreéticas
relacionadas a proteina 2 (Sias et al., 2005). Por tal motivo, estos autores proponen un
nuevo nombre para esta enzima, el mismo es: “lipasa pancreética relacionada a
proteina 2 del caprino (GoPLRP2)” en vez de “fraccion glicoproteica del plasma
seminal (BUSgp60)". También mostraron que esta enzima, segun el sustrato con el
que cuente, posee actividad tanto de lipasa como de fosfolipasa, por lo que estos
autores hipotetizan que probablemente la enzima GoPLRP2 podria ser idéntica a la
“enzima coagulante de la yema de huevo (EYCE)” descripta por Roy (1957). Esta
misma idea fue anteriormente propuesta por Leboeuf (2000), luego del analisis de la

informacion disponible de ambas enzimas.

- Procesamiento del semen previo a la congelacion de espermatozoides caprinos -

Lavado seminal.

Desde un punto de vista practico, muchos intentos se hicieron para corregir este
comportamiento negativo del plasma seminal en contacto con la leche o la yema del
huevo. Algunos de ellos fueron la eliminacion de las glandulas bulbouretrales (Esteva-
Hernandez, 1976), el “lavado” del semen previo a su dilucién para la crioconservacion
(Corteel, 1974, 1975 y 1980; Ritar et al., 1982; Memon et al., 1985) o la utilizacién de
semen de estaciones del afio que no contenga gran proporcion de las enzimas
responsables de la reaccion, ya que ha sido demostrado que las mismas tienen

variaciones estacionales (Sias et al., 2005).



63

El “lavado” del eyaculado incrementa el porcentaje de espermatozoides métiles no
s6lo antes sino después del congelado (Corteel, 1974) y mantiene la integridad del
acrosoma (Memon et al., 1985), mejorando la capacidad de los espermatozoides de
resistir el congelado-descongelado. Por lo tanto, esta Ultima metodologia es utilizada
corrientemente en la actualidad en los protocolos de congelacion de semen caprino, ya
gue brinda la posibilidad de conservar caracteristicas deseables en el semen
posdescongelado. Sin embargo, esta manipulacion resulta relativamente engorrosa
para el procesamiento rutinario del semen previo a su congelacién, ademas de
provocarle, por si misma, dafios al espermatozoide (Graham, 1994; Padilla; Foote,
1991). Por otra parte, algunos autores consideran que este procesamiento previo no
es necesario para mejorar la calidad del semen congelado-descongelado (Azaéredo et
al., 2001).

-Descongelado del semen criopreservado

La temperatura a la que se realiza el descongelado del material seminal
criopreservado como asi también el tiempo que se puede mantener el material a
descongelar a esta temperatura varia segun la forma de presentacion (pajuela,
pastilla) en que el semen ha sido congelado (Salamon; Maxwell, 1995). No existe
uniformidad de criterios en la bibliografia respecto de este tema aunque ha sido
demostrado que el descongelado a altas temperaturas y por pocos segundos muestra
mejores resultados que el descongelado a menor temperatura y por mas tiempo (75°
vs. 37° C: Salamon; Maxwell, 1995; 70° durante 7” vs 37° por 2" o 40° C por 20"
Lebouef et al., 2000). Sin embargo, esta modalidad pese a sus ventajas, no ha sido
muy adoptada. Quizés la razén que justifica la falta de adopcion de esta practica, es
gue resulta mas conveniente descongelar semen alrededor de los 37° C a fin de evitar
la exposicién celular a temperaturas que podrian ser fatales para las mismas (Lebouef
et al., 2000).

El nimero de espermatozoides que luego del proceso de congelado-descongelado
se encuentra en perfecto estado es minimo y esto es el resultado de la interaccion de
multiples factores (dilucion, refrigeracion, glicerizacion, congelado y descongelado).
Cuando estos factores se asocian negativamente, el resultado final es: muerte de

espermatozoides, pérdida de matilidad y vitalidad, presencia de acrosomas dafados,
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alteracion de la permeabilidad de la membrana y aumento de la presencia de
malformaciones esperméticas, todo lo cual afecta negativamente la fertilidad final del
semen criopreservado (Chauhan; Anand, 1994; Holt; North, 1994). Ademas de esto,
un ndamero importante de espermatozoides que resisten este proceso son incapaces
de llegar al sitio de fertilizacion, debido a que producto del congelado-descongelado un
gran numero de ellos presenta reaccion acrosémica prematura (Watson, 1995). Esto
se traduce en una disminucion réapida de la cantidad de espermatozoides vivos

después del descongelado (Saling, 1989; Yanagimachi, 1994).

2.6.- EVALUACION “IN VITRO” DE LA CALIDAD SEMINAL O ESPERMATICA
POSDESCONGELADO

El andlisis del semen tiene por objeto la valoracion de la calidad del eyaculado y a
través de éste, relacionarlo con la calidad como reproductor del macho que proveyo la
muestra. Si bien sélo la valoracién “in vivo” (fecundacion y nacimiento de un individuo)
seria el método definitivo de valorarla, el costo y tiempo que implica esta forma optima
de valoracion seminal, la hace poco practica. La alternativa ha sido su reemplazo por
pruebas de valoracién “in vitro” que tuvieran relacién con la anterior. Estas pruebas de
valoracién “in vitro” son utilizadas de rutina en todos los laboratorios de reproduccién

del mundo.

Existen variadas pruebas para establecer la calidad seminal, siendo necesaria la
utilizacion de varias de ellas para valorar la viabilidad y capacidad fertilizante (Hafez,
1989; Evans; Maxwell, 1990) de una célula tan especializada y con una actividad
biol6gica tan compleja como es el espermatozoide.

Estas pruebas para la valoracion “in vitro” de la calidad seminal, tienen mdultiples
aplicaciones como ser: evaluar como el proceso de congelado-descongelado afecté a
los espermatozoides o como la variacién de la composicion de diferentes diluyentes o
diferentes procedimientos que el semen recibe previo a la dilucion afectan a los
espermatozoides conservados en fresco diluidos, refrigerados o congelados-
descongelados. También su uso ha acomparfado a la gran difusion que ha tenido la IA,
ya que varias de estas pruebas son utilizadads de rutina para contrastar eyaculados

provenientes de diferentes individuos que poseen diferentes fertilidades, etc.
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A pesar de uso extensivo, numerosos autores cuestionan la correspondencia entre
las evaluaciones seminales “in vitro” y la fertilidad “in vivo” que este mismo semen
demuestra (Hammerstedt, 1993; Berger et al., 1994; Rodriguez-Martines, 2003;
Amann; Rodriguez-Martinez; Barth, 2007). Sin embargo esto no invalida su utilizacion
ya que existe consenso que no hay por el momento una prueba “in vitro” que por si

sola reemplace a la valoracion “in vivo”.

- Motilidad Individual Progresiva

Esta se determina a través de la valoracion de una muestra de cada eyaculado.
Requiere de portaobjetos, cubreobjetos y solucion fisiol6gica o diluyente atemperado a
37° C. Se coloca una gota de semen y otra de solucién fisioldgica o diluyente, se
mezclan y se coloca el cubre objetos para su lectura en microscopio 6ptico sobre
platina térmica. En ella se calcula el porcentaje de los espermatozoides matiles que

presenta movimiento progresivo rectilineo, segun los siguientes parametros:

a.- Espermatozoides inmdviles,

b.- Con movimiento rotatorio: Movimientos sobre si mismo con un radio
reducido y cierta velocidad,

c.- Con movimiento ondulatorio: movimiento lento, con pequefio
desplazamiento originado por golpes lentos y laterales de la cola en
toda su extension,

d.- Con movimiento progresivo rectilineo: espermatozoides con
desplazamiento enérgico, activo y rectilineo en sentido de avance o
con motilidad individual progresiva.

Es generalmente la primera evaluacion que se realiza al semen a utilizar en IA,
brinda un panorama general del resultado de la manipulacion realizada al semen. La
motilidad individual progresiva es la responsable de permitir a los espermatozoides
recorrer la distancia que los separa del ovocito (Scott, 2000), y sobre todo, junto a
otros factores, posibilita el acceso al ovocito a través de las capas que lo cubren

haciendo posible de esta manera que ocurra la fecundacion.
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La valoracion de la motilidad individual progresiva es una prueba que a distintos
autores les permiti6 comparar y encontrar diferencias entre diluyentes en caprinos
(Corteel et al.,, 1974, 1975 y 1980; Ritar et al., 1982 y 1991; Memon et al., 1985;
Cabrera et al., 2005; Paulenz et al., 2005; Jannet et al., 2005; Bittencourt et al., 2006;),
Ovinos (Gil et al., 2003 a y b), bovinos (Hinsch, et al., 1997; Gil et al., 2000; Thun et
al., 2002; Aires et al., 2003), equinos (Aurich et al., 2007) y caninos (Nothling et al.,
2007).

En el caprino, la misma permiti6 poner en evidencia el efecto de la presencia o
ausencia de plasma seminal en el semen evaluado luego de descongelado (Corteel et
al., 1974, 1975 y 1980; Ritar et al., 1982; Memon et al., 1985), como asi también la
respuesta a las diferentes concentraciones de yema de huevo que contenia el
diluyente utilizado para congelar semen (Ritar et al., 1982; Cabrera et al., 2005) o a las
temperaturas a las que fuera refrigerado el semen caprino (Paulenz et al., 2005).

- Vigor

En forma simultanea a la valoraciéon de motilidad individual progresiva, se puede
realizar la valoracién del vigor, es decir subjetivamente se estima la intensidad o vigor
gque demuestran los espermatozoides al realizar los movimientos de desplazamiento.
Para ello se utiliza una escala subjetiva de espermatozoide inmévil a espermatozoide

con motilidad vigorosa.

En la evaluacion de un semen previo a su uso, el vigor de los espermatozoides
proporciona una idea de la “fuerza o vitalidad” con que los espermatozoides moétiles
realizan su desplazamiento dentro del campo O6ptico donde se lleva a cabo la
valoracion. Posee importancia en el proceso de transporte espermatico y la

fertilizacion.

Esta valoracion fue utilizada previamente para diferenciar el comportamiento entre
distintos tratamientos (Corteel, J. M., 1975; Ritar, 1993; Ritar; Salamon, 1991; Ferrari
et al., 1998), incluyendo el lavado previo de los eyaculados antes de proceder a su
dilucion y congelado (Corteel, 1974, 1975 y 1980; Ritar et al., 1982; Memon et al.,
1985).
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- Funcionalidad de la Membrana Plasmatica (HOS test o test hipoosmatico)

A través de esta valoracion se busca establecer la funcionalidad de la membrana
plasmatica que cumple un rol fundamental durante el proceso de la fecundacion, pero
también es importante en otros procesos previos que lleva a cabo el espermatozoide,
€COmo son su capacitacion, la reaccién acrosémica y la adhesion del espermatozoide a
la superficie del ovocito (Jeyendran et al., 1984; Garcia Artiga, 1994), todos ellos
necesarios y fundamentales para que ocurra una correcta fertilizacion. Uno de los
objetivos de la adicién de distintas proporciones de yema de huevo o de lecitina de
soja a los medios de dilucién espermatica, es precisamente brindar proteccion a las
membranas celulares durante el shock térmico que tiene lugar durante el transcurso

del congelado-descongelado (Salisbury; VanDemark 1964; Holt; North, 1994).

Algunos autores utilizaron esta prueba para encontrar diferencias entre lavar o no el
semen previo a la dilucién y al congelado con la finalidad de evitar la interaccion entre
éste y la yema de huevo (Corteel, 1974, 1975, y 1980; Ritar; Salamon, 1982; Memon
et al., 1985; Bittencourt et al., 2005; Salvador et al., 2006). También para comparar
diferentes diluyentes en la congelacién (Bittencourt et al., 2005) o en el refrigerado
(Salvador et al., 2006) de semen caprino. También es utilizado en otras especies
animales, como el bovino, para comparar diluyentes que contienen yema de huevo o

lecitina de soja en su formulacién (Gil et al., 2000; Thun; Hurtado; Janett., 2002).

- Espermatozoide Vivos

La evaluacion se realiza luego del descongelado y brinda una idea de la cantidad
de espermatozoides que resistieron el proceso de congelado-descongelado,
sobreviviendo al mismo. Se utilizan para este fin coloraciones vitales, es decir
procesos de coloracion que son realizadas cuando la muestra no esta fijada, es decir
cuando los espermatozoides se encuentran vivos. El resultado se puede presentar

como porcentaje de espermatozoides Vvivos.

Cuando el espermatozoide se encuentra vivo y la membrana plasmatica integra, el
colorante no ingresa al citoplasma del espermatozoide, situacion que evidencia

integridad de la membrana plasmatica y vitalidad, por lo tanto estos espermatozoides
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se consideran vivos. En cambio, los que se colorean son espermatozoides

considerados muertos.

Existen varias coloraciones vitales para semen. Algunas de las mas utilizadas son
la coloracion de eosina-nigrosina (Brito et al., 2003; Dominguez et al., 2008) o de
tripan blue (Hinsch et al., 1997; Brito et al., 2003), siendo los resultados obtenidos
entre ambas comparables (Brito et al., 2003). Las mismas han sido utilizadas para
evaluar el comportamiento de diferentes diluyentes (Hinsch et al., 1997; Brito et al.,
2003; Dominguez et al., 2008).

- Anomalias Espermaticas

La evaluacion de la presencia de espermatozoides que presentan anomalias
espermaticas luego del descongelado brinda una idea de la cantidad de
espermatozoides que resistieron el proceso de congelado-descongelado sin que éste
les ocasionara alteraciones en su conformacion. Se utilizan para esta prueba, la
coloracién vital preparada para la valoracién de espermatozoides vivos y el resultado
de la evaluacion se puede expresar en porcentaje de espermatozoides que presentan

anomalias.

En estudios realizados con semen bovino, la presencia de anomalias esperméticas
en el extendido de semen ha mostrado estar relacionada con bajas tasas de
concepciodn y altas tasas de retorno al celo (Phillips et al., 2004). La correlacion entre
espermatozoides normales y fertilidad posterior a una IA varia ampliamente (desde r=
0,06 a 0,86 Graham et al., 1980, mencionado por Rodriguez-Martinez 2003), pudiendo
deberse esta variacion a la calidad del semen utilizado (Kuster et al., 2004) al tipo de
anomalias observadas (Barth, 1989; Barth et al., 1992; Ostermeier et al., 2001) o a la
metodologia utilizada para realizar esta determinacion (Kuster; Singer; Althous, 2004).
En bovinos, se recomienda que para obtener Optimos valores de fertilidad luego de
una inseminacion artificial el semen congelado tenga niveles superiores al 70% de

espermatozoides normales al descongelado, (Barth; Oko, 1989).
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Respecto a esta determinacion, la bibliografia consultada no brinda informacién del
comportamiento de ésta en caprinos, por lo tanto la informacion presentada mas arriba

puede ser tomada como orientativa en esta especie animal.

- Integridad del Acrosoma

La integridad del acrosoma es fundamental para que el espermatozoide pueda
atravesar las barreras fisicas que lo separan del ovocito y producir la fecundacion
(Flesch; Gadella, 2000). Por lo tanto es muy importante que los medios de dilucion
protejan adecuadamente esta estructura durante el proceso de congelado-
descongelado. Para realizar el presente estudio, normalmente se utilizan los

extendidos de coloracion vital de eosina-nigrosina.

Varios autores observaron diferencias respecto de la cantidad de espermatozoides
con acrosoma integro entre tratamientos evaluados posdescongelado (Memon et al.,
1985; Cabrera et al., 2005), en semen refrigerado a diferentes temperaturas (Paulenz
et al., 2005) o entre aquellos que recibieron lavado del plasma seminal previo a la
dilucién y los que no (Memon et al., 1985; Cabrera et al.,, 2005). Por su parte en
bovinos, Aires et al. (2003) utilizando una técnica de coloracién mas compleja (FITC-
PSA) comparando medios de dilucién conteniendo lecitina vegetal versus otro con
yema de huevo, no observaron diferencias entre la calidad de los patrones de

coloracion entre ambos.

- Prueba de Termorresistencia

Esta prueba fue disefiada para equiparar las condiciones de resistencia que deben
tener los espermatozoides en el tracto reproductor femenino, por lo tanto los
espermatozoides son colocados en medios de dilucién o descongelado y mantenidos a
temperatura de 37° C durante lapsos variables de tiempo. Durante el transcurso de
tiempo establecido se toman muestras a tiempo fijo y en ellas generalmente se evalla

su motilidad y otros rasgos de vitalidad.
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Cuando los espermatozoides son descongelados y puestos en cultivo durante un
determinado periodo, ocurren cambios en el medio de cultivo, ya que espermatozoides
vivos y muertos comparten el mismo ambiente de incubacion, generando un ambiente
nocivo para los primeros. Los espermatozoides muertos liberan sustancias con efecto
claramente toxico para los espermatozoides vivos (Shannon; Curson, 1971) conocidas
como especies oxigeno reactivas o ROS. Entre ellas encontramos superéxidos,
radicales oxidrilo y peréxido de hidrogeno (Del-Maestro, 1980) cuya presencia ha sido

estudiada en bovinos (Shannon; Curson, 1982) y ovinos (Upreti; Jensen; Oliver, 1997).

Debido a la estabilidad imperante en el medio de cultivo tanto espermatozoides
vivos como muertos y en proceso de degeneracion, sedimentan en el fondo del tubo,
region que presenta la mas alta concentracién de estos productos téxicos, que
disminuyen el pH del medio (Salvador et al., 2006) y provocan peroxidacion de lipidos
(Foote et al., 2002; Salvador; Yafiz; Viudes-de-Castro, 2006).

Esta son algunas de las razones por las cuales este tipo de valoracion se encuentra
cuestionada ya que el ambiente del aparato reproductor femenino es absolutamente
diferente, debido, entre otras cosas, a los movimientos ciliares y a la reabsorcién que
realiza el epitelio celular. Por ello se observa alli un ambiente muy diferente al que
enfrentan los espermatozoides durante esta valoracion en un tubo de ensayo. Muy a
pesar de estos argumentos, en bovinos el comportamiento demostrado por el semen

en esta prueba fue asociada con la fertilidad posterior a una IA (Foote et al., 2002).

Este procedimiento es utilizado en la evaluacién de semen de distintas especies
entre ellas el caprino, reportado con frecuencia en la diferenciacion de distintos
tratamientos que el semen recibe para la congelaciéon (Corteel, 1975; Ritar; Salamon,
1991, Ritar, 1993; Hinsch et al., 1997; Ferrari et al., 1998; Gil et al., 2000; Aires et al.,
2003). También es utilizada para demostrar diferencias entre la presencia o ausencia
de plasma seminal en el semen caprino evaluado luego de descongelado (Corteel et
al., 1974, 1975 y 1980; Ritar et al., 1982; Memon et al., 1985) y en la determinacion de
la proporcion de yema de huevo necesaria para proteger los espermatozoides
caprinos sin necesidad de lavar el eyaculado previamente (Ritar et al., 1982; Cabrera
et al., 2005).
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- Comparacion de razas

La bibliografia consultada no reporta comparaciones de razas realizadas en forma
simultdnea. Sin embargo, si se hace el esfuerzo de establecer una analogia entre los
mismos, es posible observar comportamientos marcadamente diferentes entre razas
para un mismo tipo de manipulacion que recibe el semen (ej: lavado o no lavado de los
espermatozoides), lo que llevaria a suponer que existen razas donde esta
manipulaciéon no es necesaria (Raza Canaria: Cabrera et al., 2005; raza Jamunapari:
Chauhan et al., 1990; Raza Boer: Tuli et al., 1994; Raza Saanen: Azerédo et al.,
2001). Por el contrario, hay razas donde esta manipulacion previa a la dilucion y
congelado se hace por demas necesaria (No especifican Raza: Corteel, 1975; Raza
Angora: Ritar; Salamon, 1982 y 1991; Raza Verata: Pintado et al., 1991; Raza Saanen:
La Falci et al., 2002, Raza Florida: Dorado et al., 2007). Esto posibiliaria el uso o no
del lavado del semen segun la raza con la que estemos trabajando. Es conveniente
aclarar al respecto que muchos de estos trabajos no son comparables en cuanto a
poder decir que las respuestas observadas se deban directamente a un efecto racial.
En la mayoria de los casos no es posible establecer el estado fisiolégico de los
machos en estudio, a que latitud fueron realizados los estudios, no se aclaran
aspectos como ser las condiciones de alimentacién que los machos recibieron previo y

durante el ensayo, etc.

- Conservacién en Nitrégeno Liquido. Efecto del Tiempo de Almacenamiento.

La conservacion de material bioldégico en nitrogeno liquido es una técnica muy
difundida, que tiene como finalidad conservar material bioldégico a muy bajas
temperaturas por tiempo indefinido. Esto lleva en los espermatozoides a la interrupcién
artificial de los procesos de capacitacion, reaccién acrosémica y muerte de los mismos
(Watson, 1995).

Numerosos trabajos de la bibliografia mencionan un hecho que produce sorpresa
respecto de la conservacion de semen caprino en nitrégeno liquido, ya que éstos
reportan una peérdida paulatina de las caracteristicas que este semen presento6 entre el
momento del congelado y los 6 meses posteriores durante el almacenamiento en

nitrégeno liquido (Corteel, 1975; Ritar; Salamon, 1991; Ritar, 1993; Ferrari; Leinz;
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Bernabe, 1998; Lebouef; Restall; Salamon, 2000). La caracteristica mas reportada es
la pérdida de la motilidad individual progresiva (Corteel, 1975; Ritar; Salamon, 1991;
Ritar, 1993; Ferrari et al.,, 1998). Esta particular manifestacion también ha sido

observada en muestras congeladas con o sin plasma seminal (Ritar; Salamon, 1991).

- Agregado de plasma seminal posdescongelado en la supervivencia espermatica.

En la incesante busqueda por mejorar la proteccion brindada a los espermatozoides
expuestos a la criopreservacion, diferentes procedimientos o biotecnologias han sido
evaluados en pequefios rumiantes. Entre ellos se han evaluado diferentes medios o
incluso la incorporacion de diferentes componentes en estos. Es asi, que se probd la
incorporacion de plasma seminal o algunos de sus componentes, a los medios tanto
de dilucion como de incubacion utilizados para contener espermatozoides recién

eyaculados o para los que van a ser congelados o refrigerados.

Dentro de las especies de interés zootécnico, varios trabajos informan del efecto
beneficioso en la recuperacién de los espermatozoides luego de resuspender el
semen en plasma seminal, una vez que éste ha sido descongelado. Esto fue
observado en ovinos (Maxwell et al., 1999, Barrios et al., 2000; Dominguez et al., 2007
y 2008), porcinos (Guthrie et al., 2000), bufalos (Amin et al., 2000), entre otras
especies. Los efectos observados luego de la resuspension de espermatozoides
congelados-descongelados en plasma seminal en ovinos incluyen: mejora de la
sobrevida (Barrios et al 2000), de la motilidad y la integridad de la membrana del
acrosoma (patrén F del CTC) (Maxwell et al., 1999 a; Dominguez et al., 2007 y 2008),
disminucién de espermatozoides con reaccioén acrosémica y aumento de la capacidad
de atravesar “in vitro” el mucus cervical (Maxwell et al., 1999 a). Ademas, esta
recuperacion se tradujo en un aumento de la prefiez lograda por IA cervical tanto con

semen fresco como con semen congelado-descongelado (Maxwell et al., 1999 b).

Entre los mecanismos que posiblemente expliquen estos efectos, Barrios et al.
(2000) exponen que se deberian a la adsorcion de proteinas del plasma seminal a la
membrana plasmética de los espermatozoides. Esta adsorcion seria capaz de reparar
en cierta manera el dafio causado por el shock frio, restaurando la permeabilidad

caracteristica de la membrana plasmatica de un espermatozoide sano y de esta
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manera, revirtiendo parcialmente el estado de capacitado al estado de no capacitado.
Sin embargo, resulta imperiosa la busqueda de un mecanismo preciso que explique el
conjunto de transformaciones que revierten los cambios tipo-capacitacion que ocurren
en los espermatozoides criopreservados luego del descongelado, ya que ayudaria a
comprender los cambios producidos y los mecanismos implicados durante la

ocurrencia de estos procesos.

En el ovino, se han llevado adelante estudios con la finalidad de identificar las
distintas fracciones proteicas que conformarian el plasma seminal, con el objetivo de
identificar e individualizar la fraccion que seria responsable de la accién beneficiosa en
la recuperacion de los espermatozoides. Las fracciones que comprobaron poseer
capacidad de proteger a los espermatozoides fueron las proteinas individualizadas por
electroforesis en la fraccion 6, con un peso molecular de aproximadamente 20 kDa
(Barrios et al., 2000) y 14 kDa (Barrios et al., 2003).

Sin embargo, a pesar de los efectos beneficiosos obtenidos en algunas especies
por el agregado de plasma seminal, otros estudios han descripto efectos negativos
respecto del agregado del mismo sobre la motilidad espermética (Dot et al., 1979;
Ritar et al., 1982; de Lamirande; Gagnon, 1984; Iwamoto et al., 1993; Graham, 1994),
la viabilidad esperméatica (Dot et al., 1979; Ritar et al., 1982; Schmehl et al., 1986;
Garcia et al., 1987 a y b) o sobre la susceptibilidad al “shock por frio” (Watson et al.,
1981) de los espermatozoides en distintas especies, como asi también se encontraron
variaciones entre individuos de la misma especie o influencia de la composicién de la

dieta recibida por éstos (Cremades et al., 2004) .
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3.- MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIAL EXPERIMENTAL Y EXPERIMENTOS PLANTEADOS

Aspectos generales

Para testear las hipétesis planteadas, se llevaron a cabo sesiones de colecta,
evaluacién y congelacién de semen para cada raza y paralelamente, para cada raza,
se realizaron sesiones de colecta de plasma seminal. Una vez obtenido el material

experimental se realizaron 3 experimentos:

- En el primero de ellos, se evaluaron los efectos de los tratamientos de congelacion

(tres tipos de diluyente) y del tiempo de almacenamiento en nitrégeno liquido.

- El segundo experimento, se hizo con el propésito de realizar una evaluaciéon de la

fertilidad “in vivo” de los diluyentes de congelacion para la raza caprina Saanen.

- En el tercero de los experimentos, el propdésito fue evaluar el efecto de la raza y

del agregado de plasma seminal pos descongelado.

Lugar y fecha de realizacion de los experimentos

Los experimentos 1 y 3 fueron realizados en las instalaciones del grupo de
Biotecnologia de la Reproduccion (EEA Balcarce del INTA), ubicadas en el Km. 73,5
de la ruta nacional 226, partido de Balcarce en la Provincia de Buenos Aires, Argentina
(37°45" Latitud Sur, 53°18  Longitud Oeste). Los trabajos abarcaron el periodo

comprendido entre mayo de 2006 y enero de 2007.

El experimento 2 se llevé adelante en el establecimiento Granja “La Piedra”
perteneciente al productor Daniel Colombo y ubicado en el partido de General
Pueyrreddn, provincia de Buenos Aires, Argentina (38° 01’ 47" Latitud Sury 57° 42" 17"
Longitud Oeste). El ensayo se llevo a cabo entre los meses de Febrero y Abril de
2007.
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Drogas v Reactivos

Las drogas y reactivos utilizados en las formulaciones de los distintos medios y
soluciones (anexo 1) utilizadas durante el experimento fueron de Merck®, Sigma-
Aldrich®, Mallincrodt® e IMV®.

Semen y Plasma Seminal caprino

Los espermatozoides y el plasma seminal utilizados en los experimentos fueron
obtenidos a partir de 4 machos caprinos adultos de raza Criolla y el mismo nimero de

machos caprinos adultos de la raza Saanen.

3.2. METODOS DE EVALUACION, PROCESAMIENTO, REALIZACION DE
LOS EXPERIMENTOS, DISENO Y ANALISIS ESTADISTICO

Colecta y procesamiento del semen

Se realizaron para cada raza, 5 sesiones de colecta de semen, utilizandose 2
cabras de raza Saanen adultas como sUcubo. La extraccién de semen se realizd
empleando vagina artificial atemperada a 39-40° C. El semen eyaculado fue colectado
en tubos conicos graduados de 14 ml adosados a la vagina artificial. Las muestras
fueron mantenidas en bafio maria a 37° C hasta su valoracion cuali-cuantitativa, para

posteriormente, en volimenes iguales, conformar un “pool” por raza.

Métodos de valoracion cuali-cuantitativa del semen fresco para congelacion u

obtencién de plasma seminal

Los eyaculados fueron evaluados individualmente de acuerdo a los procedimientos
descriptos por Evans y Maxwell (1990) para esta especie animal. Los valores limite
utilizados para la aceptacion o rechazo de los eyaculados que continuarian el
procesamiento son mencionados en cada parametro en particular. Estos valores se
tuvieron presentes en las sesiones de extraccibn de semen para congelacion y

también en aquellas llevadas adelante para la obtencion de plasma seminal.
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- Volumen del eyaculado

La determinacion del volumen del semen eyaculado de cada macho caprino y en
cada sesion fue tomada de forma inmediata, mediante la observacion directa de la
graduacion marcada en el tubo de colecta (precision de 0,1 ml). Finalmente se

eligieron aquellos eyaculados con un volumen = 0,4 ml.

- Motilidad Microscopica Masal

La evaluacién de la onda de movimiento espermatico denominada motilidad
microscépica masal, se determiné utilizando una escala subjetiva de clasificacion de 0

a 5 puntos donde cada valor correspondio a la siguiente descripcion:

0. Ausencia de espermatozoides moviles.
Algunos espermatozoides se mueven en su sitio.

2. Presencia de espermatozoides matiles, pero en insuficiente cantidad
como para formar ondas.

3. Presencia de ondas o remolinos muy lentos (50-70 % de
espermatozoides moviles).

4. Las ondas o remolinos se forman rapidamente (70-90 % de
espermatozoides moviles).

5. Velocidad de formacién de ondas extremadamente alta (>90 % de

espermatozoides moviles).

Para realizar la determinacion de cada eyaculado a evaluar, era descargada una
gota de semen de 6 pl en un portaobjetos templado a 37° C sobre una platina térmica
a la misma temperatura y utilizado un microscopio Optico a 100x. La observacion de
las ondas caracteristicas del semen se realiz6 sobre el borde de la gota de semen.
Como criterio para la congelacion o para la obtencion de plasma seminal se eligieron

aquellos eyaculados con motilidad microscépica masal = 4.

- Motilidad Progresiva Individual

Para esta determinacién una muestra de cada eyaculado se diluyé (1:400) en una

solucion de citrato de sodio 2,92% (ver Anexo |) atemperada a 37° C. Posteriormente,
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una gota de 6 pl de esta dilucién fue colocada entre porta y cubre objetos templado a
37° C sobre una platina térmica a la misma temperatura, la lectura se realiz6 en
microscopio Optico (400x). Se consideré a los espermatozoides con motilidad
individual progresiva aquellos que mostraban un desplazamiento enérgico, activo y
rectilineo en sentido de avance o con motilidad individual progresiva. Para calcular la
proporcion de espermatozoides en cada caso se observaron como minimo 4 o 5
campos microscépicos con un minimo de 50 células en cada campo, determinandose
el porcentaje de espermatozoides con moatilidad individual progresiva en relacion al
total de los espermatozoides motiles (con motilidad individual progresiva, con

movimiento rotatorio o con movimiento ondulatorio).

Como criterio final, se eligieron aquellos eyaculados con motilidad individual
progresiva = 70%, tanto en los eyaculados destinados para congelacion como en

aquellos destinados a la obtencion de plasma seminal.

- Vigor Espermatico

En forma simultanea a la valoraciéon de motilidad individual progresiva, se valoré6 el
vigor espermaético. Para ello se estimé subjetivamente la intensidad de movimientos
gue realizaban los espermatozoides con matilidad individual progresiva, para lo que se
utilizé una escala subjetiva de 1 (motilidad progresiva muy lenta) a 5 (motilidad
progresiva vigorosa), siendo el criterio minimo de seleccion de los eyaculados,

aquellos que mostraron un vigor de = 3.

Procesamiento del semen y plasma seminal. Conformacion de “Pooles” de semen

por raza y por tratamiento

Cada eyaculado que supero los estandares minimos fijados para cada valoracion
(volumen = 0,4 ml; motilidad masal = 4 (escala 1-5); motilidad individual progresiva =
70% y vigor = 3) fue dividido en tres alicuotas de igual volumen, mezcladas entre si,
conformando de esta manera tres pooles por sesion y por raza. En cada sesion de
congelado, cada “pool” se conform6 con semen de los cuatro machos caprinos de

cada raza. Cada “pool” de semen fue mantenido a 32° C en bafio maria hasta su
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dilucion para la congelacién. Los diferentes diluyentes utilizados generaron los

siguientes grupos:

1- Tris + Yema de huevo al 2% (Grupo T2)
2- Tris + lavado espermético + yema de huevo al 12% (Grupo T12) y

3- Bioxcell® (IMV Technologies, Francia), (Grupo TBioxcell).

La dilucion se realizé en un solo paso hasta obtener una concentracion final de 333

x 10° espermatozoides x ml.

Concentracién espermaéatica del “pool” para la dilucidn de cada tratamiento

La concentracion espermética del “pool” se determind utilizando la camara de
Thoma. Para esta determinacion, se tomo una alicuota de 5 ul del “pool” y se diluyé en
2 ml de solucion fisiol6gica formolada (ver anexo 1), lograndose de esta manera una
dilucion 1:400. Luego de unos minutos se cargd la camara que fue colocada en un
microscopio de contraste de fase y observada a 400x, contandose los
espermatozoides encontrados en 5 cuadrados mayores, equivalentes a 80 cuadrados

menores. Al valor hallado se le aplicé la siguiente férmula:

N° de ESPZ x inversa de la dilucién x 4000
= = N° ESPZ / mm?

80 (N° cuadrados menores)

N° de ESPZ= total de espermatozoides contados;

Inversa de la Dilucién: es 400;

4000: volumen total de la camara (400/0,1mm3)

N° cuadrados menores: es el numero de cuadrados donde se contaron

espermatozoides.

=N° ESPZ /mm?®X 1000 = N°ESPZ x 10°/ ml de “pool” de semen

El nimero total de espermatozoides del “pool” se calculd6 como el producto de la

concentracion por ml de “pool” de semen x Volumen del “pool”.
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N° ESPZ x 10° / ml de semen x volumen del “pool” de semen (ml)

De esta misma forma y hasta este paso haciendo los reemplazos correspondientes

es posible obtener la concentracion por eyaculado.

A este numero total de espermatozoides del “pool” se lo dividi6 por 50 millones
(Concentracion espermatica/pellet), obteniéndose de esta manera y en cada caso la
cantidad de pellets a producir. Al multiplicar este valor por 0,150 pl (volumen de cada
pellet) se obtuvo el volumen total de diluyente y semen. Por lo tanto, si a este volumen
total se le resta el volumen del “pool” de semen, se obtiene el volumen de diluyente a

agregar.

Procesamiento, congelado v descongelado del semen y plasma seminal

- Eliminacion del plasma seminal del semen a congelar

En el tratamiento 2, previo a la dilucién, se procedio a realizar el lavado del semen
para eliminar el plasma seminal segun protocolo descrito por Cabrera et al. (2005),
gue consistié en diluir el semen en una proporcion 1:9 (v:v) en una solucién de TRIS-
Lavado a 37° C (ver Anexo |). El semen asi diluido fue centrifugado durante 15

minutos a 700 g a temperatura ambiente.

Previ6 retiro del sobrenadante, el pellet se diluyé con la misma solucién pero esta
vez a temperatura ambiente y la centrifugacién se repiti6 como la primera vez.
Posteriormente se retiré nuevamente el sobrenadante, recuperandose en el pellet los
espermatozoides libres de plasma seminal para su posterior dilucion en TRIS+Yema
de huevo al 12% (Cabrera et al., 2005).

- Congelado del “pool” de semen

Para el congelado del semen, se sigui6 el protocolo propuesto por Evans; Maxwell

(1990). Una vez diluido el semen en cada diluyente, las muestras fueron enfriadas de
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los 32° C hasta alcanzar 5° C en dos horas (descenso térmico: 0,225°C/min).
Alcanzada esta temperatura, las muestras diluidas fueron mantenidas por un nuevo

periodo de dos horas a 5° C (etapa de equilibramiento).
El congelado se realiz6 mediante el siguiente procedimiento:

v" En un bloque hielo seco (- 79° C), se realizaron pozos de 0,5-0,8 cm.

v El semen a 5° C fue homogeneizado y una gota fue evaluada
nuevamente para comprobar su vitalidad. Seguidamente se depositaron
alicuotas de 150 pl de semen diluido sobre cada hoyo (utilizandose pipetas
enfriadas a 5° C), conteniendo una cantidad por pellet de 50 x10°
espermatozoides.

v" Luego de transcurridos 5 minutos, los pellets congelados se volcaron en
un recipiente con nitrégeno liquido.

v" Finalmente se depositaron en un envase de plastico identificado
(individualizando sesion, raza y tratamiento) y se almacenaron en un termo de

N, liquido hasta su evaluacion.

- Obtencion, Procesamiento y Congelado del plasma seminal

En el 2006, en el mes de Abril para los machos de Raza Saanen y en el mes de
Mayo en los machos de Raza criolla, en dias distintos y mediando como minimo dos
dias entre cada extraccion, se colectd semen de los mismos machos cabrios donantes
de semen con el objetivo de obtener el plasma seminal necesario para el trabajo

experimental.

Los eyaculados que cumplieron los estandares minimos fijados para el semen

destinado a congelacién fueron manipulados de la siguiente manera:

v Posteriormente a la evaluacion, el semen se coloc6 en heladera a 5° C,
por el lapso de una hora para disminuir el metabolismo de los espermatozoides.

v Seguidamente, cada eyaculado se centrifugd en tubos individuales
(1200xg, 15 min., 4° C).
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v Se obtuvo el sobrenadante por aspiracion. Este se coloco en un nuevo
tubo y se repiti6 nuevamente el centrifugado como en el paso anterior.

v El sobrenadante del segundo centrifugado, fue filtrado a través de una
membrana de acetato de celulosa (Microclar®) de 0,22 ym.

v Posteriormente, volumenes iguales de plasma seminal correspondientes
a los machos de cada raza, conformaron pooles de cada sesién, los que fueron
almacenados en tubos eppendorff.

v Cada tubo de cada sesion y raza fue identificado con la fecha y los
nameros de los machos caprinos participantes del “pool”, para posteriormente

ser conservados a —18° C hasta su uso.
- Descongelado del semen

El descongelado se efectud en tubos de vidrio conteniendo 150 ul de una solucion
de citrato de sodio 2,92% a 37° C. En cada tubo se procedi6é a colocar un pellet de
cada tratamiento, sesion y raza obteniéndose un volumen final de 300 pl.

Esta nueva solucién se mezclé y homogeneizé por agitacion suave del tubo durante
un tiempo no mayor a los dos minutos y fue dejada en el bafio maria hasta las
evaluaciones correspondientes.

- Descongelado del plasma seminal

El plasma seminal fue descongelado colocando los tubos eppendorf directamente

en el bafio maria a 37° C, permaneciendo asi hasta su utilizacion.

Métodos de valoracién cuali-cuantitativa de las muestras de semen congelado-

descongelado y con agregado de plasma seminal

Las lecturas y valoraciones seminales fueron realizadas por la misma persona
debidamente entrenada antes de la realizaciébn del estudio. Las determinaciones

fueron realizadas a “ciegas”, a fin de evitar subjetividades en las valoraciones. Para
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ello una segunda persona se encargo de la aleatorizacion de las muestras a evaluar y
la presentacion de las alicuotas correspondientes sin ninguna identificacion para que
el evaluador realizara las lecturas sin saber a que o a quien pertenecian las mismas.
Ademas, el mencionado colaborador anotaba el valor de la determinacién en la planilla

correspondiente.

Las metodologias de las valoraciones realizadas “in vitro” que se describen a
continuacion se realizaron luego de descongelar el semen segln procedimiento

descrito previamente.

- Motilidad progresiva individual y vigor

Se procedié de la misma manera como se describié previamente pero evaluando

una muestra de semen congelado-descongeldo.

- Coloracioén vital

Con la finalidad de valorar la proporcion de espermatozoides vivos y muertos luego
del proceso de congelado-descongelado se procedié a realizar una coloracion vital.
Para ello se colocaron 10 pl de semen congelado-descongelado en el extremo de un
porta-objetos templado, se afadid una gota de solucién de eosina-nigrosina (ver
Anexo ), se mezclo durante 30 segundos y posteriormente se realizé el extendido del
material sobre el resto del portaobjetos.

Los porta y cubre objetos como asi también la eosina-nigrosina que se utilizaron en
esta valoracion fueron atemperados a 37° C antes de su utilizacion a fin de evitar el

shock térmico.

Para esta determinacion se observo el extendido en microscopio Optico (400x)
provisto de platina térmica (37° C), contdndose como minimo 200 cabezas de
espermatozoides. Se consideraron espermatozoides vivos aquellos cuyas cabezas
aparecian sin color a diferencia de los muertos que estaban tefiidos de color rosa. Las

cabezas de espermatozoides que se coloreaban en la regidon pos acrosomal de color
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rosado o rosado pélido, quedando el acrosoma blanquecino, fueron considerados

vivos, de acuerdo con Bjorndahl et al. (2004).

Para el andlisis estadistico, se considero solo el porcentaje de espermatozoides

VIVOS.

- Morfologia espermética

Sobre el frotis tefiido con eosina-nigrosina, se determind el porcentaje de células

espermaticas que presentaban algun tipo de anormalidad en su conformacion.

Para esta determinacion se observo el extendido en microscopio 6ptico (400x)
provisto de platina térmica (37° C), contdndose como minimo 200 espermatozoides.
Las categorias de anormalidades observadas se agruparon en acrosoma dafiado o
desprendido, microcéfalo, macrocéfalo, decapitados, mal implantacién de la pieza
intermedia, presencia de gota citoplasmatica y colas torcidas. Los espermatozoides

gue no presentaban ninguna de estas alteraciones fueron considerados normales.

Para el andlisis estadistico, se considerd el porcentaje de espermatozoides

normales y con acrosoma dafiado.

- Concentracion espermatica

En este caso se procedido de igual manera a la descripta previamente con la

finalidad de confirmar que los pellets tenian la concentracion definida en cada uno de

los tratamientos.

- Prueba de Termorresistencia

Los pellets descongelados fueron mantenidos por dos horas en bafio maria a 37° C

determinandose Motilidad Individual Progresiva y Vigor segun se ha descrito

previamente.
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- Prueba de End6smosis o Hipoosmaética

La metodologia utilizada fue la siguiente:

v" Se tomo6 una muestra de 30 pl del semen congelado-descongelado que
fue colocada en un tubo eppendorf conteniendo 0,5 ml de solucion de
HOS (ver Anexo I) a 37° C.

v" Se incub6 en bafio Maria a 37° C durante 30 minutos.

v Posteriormente se agregé 100 pl de solucién de HOS formol 3% (Ver
Anexo 1) con la finalidad de estabilizar las membranas y facilitar la
lectura de la muestra.

v' Las muestras permanecierén en una gradilla a temperatura ambiente
hasta su evaluacion, realizada dentro de las 2 h posteriores.

v La evaluacion se realizé en un microscopio de contraste de fase (400x),

contandose como minimo 200 células.
Los resultados se expresaron en porcentaje de células positivas al test, es decir con
cola enrollada (HOS+), en cambio los espermatozoides negativos, fueron aquellos
cuya cola se encontraba recta o no enrollada (HOS-).

Para el analisis estadistico, se considerd sdlo el porcentaje de células positivas.

Agregado de plasma seminal a muestras de semen congelado-descongelado

Para el experimento donde se buscé medir el efecto del agregado del plasma
seminal, las muestras de semen congelado-descongelado que fueron obtenidas como
se describié en el punto 3.8. y se dividieron en volumenes iguales en dos tubos
separados. Uno de ellos recibié 20 % de su volumen en plasma seminal de la misma
raza, es decir 30 ul, en cambio el otro no recibié ningun agregado y fue considerado

grupo control.

Luego de 15 minutos de espera se realizaron las mismas valoraciones descritas en

los puntos anteriores.
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3.3. EXPERIMENTOS:

Se realizaron en total tres experimentos, como se detalla a continuacion:

Experimento 1: Valoracion cuali-cuantitativa de las muestras de semen congelado-

descongelado.

Como el objetivo de este experimento fue evaluar el efecto de los tratamientos de
dilucién y el tiempo de almacenamiento en nitrégeno liquido, la secuencia que se
explica abajo se realiz6 a los 2, 4 y 6 meses de transcurrido el momento de congelado

del material experimental.

Fueron realizadas dos repeticiones de descongelado, por fecha de realizacion de
las evaluaciones. Cinco minutos después de descongelados los pellets (considerado
tiempo 0) segun procedimiento detallado previamente, se procedié de la siguiente

manera:

v' Se tom6 una primera alicuota de semen para valorar la Motilidad

Individual Progresiva y el Vigor,

v' Se tomo6 una segunda alicuota de semen para valorar Funcionalidad de

la Membrana Plasmatica (HOS T),

v Se tomd una tercera alicuota de semen para valorar el porcentaje de

espermatozoides vivos (coloracién de eosina-nigrosina),

v' Las patologias espermaticas se determinaron realizando una nueva

lectura al preparado anterior.

El sobrante permanecié en bafio maria a 37° C por un lapso de dos horas (Tiempo
2) y con el se procedi6 de la siguiente manera:

v Se tom6 una alicuota de semen para valorar la Motilidad Individual
Progresiva y el Vigor
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Experimento 2: Prueba de fertilidad “in vivo”, comparacion de tratamientos de

congelacion.

Este experimento fue realizado entre los meses de Febrero y Abril del 2007. Se
realiz6 un tratamiento de induccion y sincronizacion de celos e inseminacion artificial a
tiempo fijo (IATF) con semen congelado por cada uno de los tratamientos en cabras de
raza Saanen. La inclusion de un tratamiento con semen fresco diluido (en leche
descremada tindalizada) actu6 como control de la fertilidad y del tratamiento de

induccion y sincronizacién de celo realizado a las cabras.

- Induccién y Sincronizacién de celos e Inseminacion Artificial

Con la finalidad de poder realizar la IATF, el lote de hembras recibi6 tratamiento de
induccion y sincronizacion de celos mediante la administracion de hormonas. EI mismo
consisti6 en la aplicacién de esponjas intravaginales impregnadas con 50 mg de
acetato de medroxiprogesterona (MAP) durante un periodo de 11 dias, dos dias antes
de finalizar el tratamiento se aplicé 100 ugr de PGF2a. Al momento de ser retiradas las
esponjas, se aplicd una inyeccion de 250 Ul de gonadotrofina corionica equina y se
realizé inseminacién a las 48 y a las 54 h. La IATF se realiz6 por via cervical mediante
vaginoscopia, utilizando pistola para inseminar. La dosis inseminante en cada
oportunidad fue de 150 ul (volumen de 1 pellet) conteniendo como minimo 50 millones
de espermatozoides, tanto en el caso del semen congelado-descongelado como con el

semen fresco diluido.

Del termo de nitrégeno liquido en que se encontraban las muestras, se tomaron 4
pellets al azar de cada una de las cinco sesiones de congelado, siendo
acondicionados en tubos criogénicos identificados y mantenidos en nitrdgeno liquido
hasta el momento de su utilizacion. Previo a la IATF, en tubo de vidrio sin diluyente, se
descongeld individualmente un pellet de cada sesion (total de 5 pellets), mantenido en
bafio maria a 37° C hasta su descongelacion (no mas de 30 segundos). Luego, el
semen contenido en cada tubo se mezclé en un tubo nuevo conformando un “pool”;
este fue homogeneizado por movimientos suaves de agitacion, se cargo en la pistola
de inseminar y con esta carga, se inseminaron cinco cabras. Este procedimiento fue

repetido en cada uno de los momentos en que se realizo la IATF.
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Quedaron asi conformados los siguientes grupos de cabras:

v/ 27 cabras inseminadas con semen fresco diluido (Tratamiento TO), que
sirvio de control de fertilidad y del tratamiento de induccion y

sincronizacioén de celo,
v' 28 Cabras, con semen del tratamiento T2,
v' 30 Cabras, con semen del tratamiento T12 y

v' 29 Cabras, con semen del tratamiento TBioxcell.

- Diagnéstico de gestacion

La evaluacion de gestacion se realizé a los 37 dias posinseminacion, utilizandose

un ecografo Aloka SSD 500 con sonda de 5 Mhz por via transrrectal.

Experimento 3: Valoracién cuali-cuantitativa de las muestras de semen congelado

descongelado con v sin agreqgado de plasma seminal en razas Criollo y Saanen.

Durante este experimento se realizaron tres repeticiones de descongelado, por
fecha de realizacion de las evaluaciones. Una vez descongeladas las pastillas se
dividieron en dos volumenes iguales en tubos separados. Uno de ellos recibi6 20 % de
su volumen en plasma seminal de la misma raza que fue obtenido, es decir 30 pl, en

cambio el otro no recibié ningun agregado.

Luego de 15 minutos, se realizaron las evaluaciones descritas en el experimento 1
comparando simultdneamente las muestras control (sin agregado de plasma seminal)
y las muestras con agregado de plasma seminal de la misma raza que fue obtenido.

3.4. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

En los primeros analisis realizados explorando el avance del trabajo, se utilizé el

procedimiento PROC-GLM de SAS en el cual aparecia diferencia entre razas, que en
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esta etapa fue considerada como tal. Sin embargo con la totalidad de datos del trabajo
y en andlisis posteriores se determind que los datos obtenidos presentaban
heterogeneidad de varianza. Para homogeneizar las varianzas de los efectos de las
razas, los tratamientos y el tiempo de almacenamiento en nitrégeno liquido se utilizo6 el
procedimiento PROC-MIXED de SAS, modelando dicha heterogenicidad mediante la

opcién group de la sentencia random.

Cuando éstas fueron aplicadas, las diferencias entre razas en el experimento 1 no
fueron mas significativas y a raiz de esto se tomd la decisién de sacar la raza como
efecto fijjo del modelo, realizandose nuevamente los andlisis. EI modelo propuesto
ajustd correctamente y no se observd efecto de la sesion en ninguno de los

experimentos.

Experimento 1: Valoracion cuali-cuantitativa de las muestras de semen congelado-

descongelado.

Las evaluaciones se realizaron bajo un DBCA con un arreglo factorial 3x3 (tres
tratamientos y tres tiempos de almacenamiento). Los analisis estadisticos se
realizaron utilizando el PROC MIXED del paquete estadistico SAS (V. 8.0), analizando
los datos mediante ANOVA. El nivel de significancia (a) para el test de hipétesis fue

del 0,05. Cuando existieron diferencias se procedié de la siguiente manera:

-La comparacién de medias se analizé6 mediante el test de Duncan,

-La presencia de interaccion por medio del test de Tukey.

El modelo matemético fue:

Yij =p + Bi + Tj + My + (T*M) j +& i

Donde:
Yix = Observacion de la variable respuesta
K = Media general
B; = efecto de i-ésimo bloque (sesion)

T; = efecto del j-ésimo tratamiento



89

My = efecto del k-ésimo tiempo de almacenamiento
(T*M);c = efecto de la interaccion del j-eésimo tratamiento con la k-ésimo tiempo de

almacenamiento
€« = error experimental sobre el cual se debe cumplir la validez de los supuestos que

permiten el analisis de varianza, es decir normalidad, homogeneidad de varianza e

independencia.

Las variables dependientes a tiempo 0 en el modelo matematico fueron:

v" Motilidad individual progresiva,

v' Vigor,

v" Funcionalidad de la membrana plasmatica,
v' Porcentaje de espermatozoides vivos,

v' Patologias espermaticas y

v" Porcentaje de espermatozoides con acrosomas dafados.

Las variables dependientes a tiempo 2 en el modelo matematico fueron:

v" Motilidad individual progresiva y

v' Vigor

Experimento 2: Prueba de fertilidad “in vivo”

El experimento 2 se analiz6 a través del procedimiento para modelos generalizados
(Proc GENMOD) del paquete estadistico SAS (V. 8.0).

El modelo matematico fue:

Yi =+ T +€
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Donde:
Yj; = Observacion de la variable respuesta
U = Media general
T; = efecto del k-ésimo tratamiento
€; = error experimental sobre el cual se debe cumplir la validez de los supuestos que
permiten el analisis de varianza, es decir normalidad, homogeneidad de varianza e

independencia.

El nivel de significancia (a) que se empled para el test de hipétesis fue del 0,05.

Experimento 3: Valoracion cuali-cuantitativa de las muestras de semen congelado-

descongelado, con v sin agregado de plasma seminal

Las evaluaciones se realizaron bajo un DBCA con un arreglo factorial 2x2x3
(Agregado o0 no de plasma seminal, dos razas y tres tratamientos). Los analisis
estadisticos se realizaron utilizando el PROC MIXED del paquete estadistico SAS (V.
8.0), analizando los datos mediante ANOVA. El nivel de significancia (a) que se
empleo para el test de hipétesis es del 0,05. Cuando existieron diferencias se procedio

de la siguiente manera:

- La comparacion de medias se analiz6 mediante el test de Duncan

- La presencia de interaccion por medio del test de Tukey.

El modelo matemético fue:

Yiu = + Bi + Ry + Ty + Py + (R*T)jc + (R*P); + (T*P)ia + (R*T*P)jat & iji

Donde:
Yix = Observacion de la variable respuesta
K = Media general
B; = efecto de i-ésimo bloque (sesion)

R; = efecto de la j-ésima raza
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T« = efecto del k-ésimo tratamiento

P, = efecto del I-ésimo plasma

(R*T) j«= efecto de la interaccion del j-ésima raza con la k-ésimo tratamiento

(R*P) ;= efecto de la interaccion de la j-ésima raza con el [-esimo plasma

(T*P) = efecto de la interaccion del k-ésimo tratamiento con el I-ésimo plasma

(R*T*P) ;= efecto de la interaccion del j-ésima raza con el k-ésimo tratamiento y con
el I-ésimo plasma

€ ju = error experimental sobre el cual se debe cumplir la validez de los supuestos
que permiten el analisis de varianza, es decir normalidad, homogeneidad de varianza

e independencia.

Las variables dependientes a tiempo 0, en el modelo matematico son:

v Motilidad individual progresiva,

v Vigor,

v Funcionalidad de la membrana plasmética,
v Tasa de espermatozoides vivos,

v Patologias espermaticas y

v Porcentaje de espermatozoides con acrosomas dafiados.

Las variables dependientes a tiempo 2, en el modelo matematico son:

v Moatilidad individual progresiva y

v Vigor.

3.5. ESQUEMA DE LA METODOLOGIA UTILIZADA EN CADA

EXPERIMENTO.

Durante las valoraciones “in vitro” realizadas a tiempo 0 en los experimentos 1y 3
se utilizo el material seminal congelado durante las 5 sesiones de colecta (semen y
plasma seminal) para cada raza, sobre estas muestras se realizaron las evaluaciones
de Moatilidad Individual Progresiva, Vigor, Funcionalidad de la Membrana Plasmatica,

Porcentaje de Espermatozoides Vivos, Patologias Esperméaticas y Porcentaje de
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Espermatozoides con Acrosomas Dafiados. En cambio, a tiempo 2 horas sélo se
realizaron las evaluaciones de Motilidad Individual Progresiva y Vigor (Figura 11).

Solo en el experimento 1, estos procedimientos (Figura 11) se repitieron durante los
meses de Julio, Septiembre y Noviembre del afio 2006, con el objetivo de evaluar el
efecto del transcurso del tiempo de almacenamiento en nitrégeno liquido sobre las
evaluaciones de Motilidad Individual Progresiva, Vigor, Funcionalidad de la Membrana
Plasmatica, Porcentaje de Espermatozoides Vivos, Patologias Espermaticas y
Porcentaje de Espermatozoides con Acrosomas Dafiados a tiempo 0. En cambio luego
de transcurridas dos horas de incubacion a 37° C, sélo se realizaron las evaluaciones
de Motilidad Individual Progresiva y Vigor.

T12: Eliminacion del PS a
través de centrifugacion ¥
dilucion  en  Tris-Acido
Citrico-Fructosa+ 12% EY

Cinco sesiones e colecta Los eyaculados con volumen & 0,4

Sft';'“_a: :;U“ \".al_ir';a ml; MM 24 (escala 1-5); MIP 270% y

artificial e machos vigor 23 fueron mezclados en partes i rE e v = St
caprines de dos razas iguales y divididos en 3 volimenes 12 Tris-Acido Citrico- || TBioxcell: Lecitina de

(Criollo y Saanen) Fructosa+2% EY [ Soja (Bioxcell ©-IMV)

. = El semen diluido fue enfriado
Descongelado en 150 pl Citrato de a’'C (0.5° C/min), congelado
Sodic® y en cada dosis fue en pellets (5x107Spz/150p1) ¥
evaluada: almacenados en nitrogeno

liquido.

*En el experimento 3, 1a dosis se partio en dos v una de ellas recibid 20 % de su volumen en PS de igual raza, luego de 15° se procedi segiin el esquema.

Figura 11: Esquema de la metodologia utilizada para los experimentos 1y 3.
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En el experimento 2, se efectlo la valoracion “in vivo” de los medios de congelacion
de la raza Saanen, donde se realiz6 una sincronizacion de celo y ovulacion siguiendo
el esquema de trabajo que muestra la Figura 12. Estos procedimientos se realizaron
durante los meses de Febrero-Abril de 2007.

Figura 12: Esquema de la metodologia utilizada para el experimento 2.
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4. RESULTADOS

4.1.- MATERIAL PROCESADO Y UTILIZADO
Durante las cinco sesiones de congelado se obtuvieron un total de 1661 dosis
inseminantes (pastillas) que fueron discriminadas para cada raza y tratamiento de

acuerdo a la Tabla 4.

Tabla 4: Pastillas elaboradas durante las sesiones de congelado.

Tratamiento

Raza T2 T12 T Bioxcell
Criollo 311 209 295
Saanen 336 175 335

Las pastillas evaluadas, fueron distribuidas segun se describe en la Tabla 5.

Tabla 5: Cantidad de pastillas utilizadas en cada experimento.

Tratamiento

T2 T12 T Bioxcell
Experimento 1 30 30 30
Experimento 2 58 60 60
Criollo 30 30 30
Experimento 3
Saanen 30 30 30
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4.2.- EXPERIMENTO 1. COMPARACION DE DILUYENTES DE
CONGELACION, TIEMPO DE ALMACENAMIENTO Y RAZA

El efecto de la raza, que fuera evaluado por distintos autores en diferentes aspectos
influenciados por el comportamiento estacional de esta especie y los efectos que ésta
tiene sobre la calidad seminal (Perez; Mateos, 1996; Dickson-Urdaneta; Torres-
Hernandez; Becerril-Pérez, 2000; Karagiannidis; Varsakeli; Karatzas, 1999; Ahmad;
Noakes, 1996) no fue evaluado hasta el presente en su respuesta frente a la
criopreservacion. En nuestro estudio se intento evaluar esta caracteristica mediante el
procedimiento PROC-GLM de SAS encontrandose diferencias entre razas. Sin
embargo, la determinacion posterior de heterogeneidad de la varianza obligé a utilizar
el procedimiento PROC-MIXED de SAS, cuando éste fue aplicado, las diferencias
significativas entre razas no se observaron, ain cuando en muchos de los parametros,
la raza Criolla aparece como menos afectada por el proceso de la congelacion. De
acuerdo con esto, para disminuir el error experimental al aumentar el n, esta variable

no fue considerada en los analisis posteriores de este experimento.

- Evaluaciones realizadas a Tiempo 0

Transcurridos 5 minutos del descongelado del semen (tiempo 0), se realizaron las

evaluaciones, obteniéndose los siguientes resultados:

- Motilidad Individual Progresiva

Se observo efecto del tratamiento y del momento de evaluacién sobre la motilidad
individual progresiva (p<0,05), no detectandose efecto de la interaccion entre ambas
(Tabla 6).

La motilidad individual progresiva de los espermatozoides del tratamiento T 12 fue
mayor (p<0,05) que aquellas de los tratamientos T 2 y T Bioxcell. En tanto que éstos

no fueron diferentes entre si.
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Respecto al tiempo de almacenamiento, la motilidad individual progresiva
observada a los 2 meses fue superior que la observada a los 6 meses, mientras que

entre 4 y 6 meses no hubo disminucién de motilidad individual progresiva.

Tabla 6: Motilidad individual progresiva (MIP) de los tratamientos y los meses
de almacenamiento a tiempo 0 (media + e.e. en %)

. Tiempo de Almacenamiento
Tratamiento
- (meses) .
Evaluacién T Interaccion
T2 T12 : 2 4 6
Bioxcell
MIP 33,7+1,6b | 51,0+1,6a | 31,3+1,6b | 42,2+1,7a | 38,3+1,6ab | 35,5+1,6b NS

Nota: ab: Valores con letras distintas difieren significativamente (p<0.05); NS: no significativa

- Vigor

En esta variable se observo efecto (p<0,05) de la interaccion de las variables fijas

tratamiento y tiempo de almacenamiento (Figura 13).

Al observar el comportamiento de los tratamientos dentro de cada tiempo de
almacenamiento (Figura 13), encontramos que el vigor observado en el tratamiento
con lavado de plasma seminal y alta concentracién de yema de huevo fue mayor
(p< 0,05) que el de los tratamientos con bajo contenido de yema de huevo y lecitina

vegetal, en los tres tiempos de almacenamiento (Figura 13).

Si se observa el comportamiento de cada tratamiento a través del tiempo de
almacenamiento (Figura 13), el vigor manifestado en los tratamientos T Bioxcelly T 2
mostré una tendencia a decrecer a medida que aumentd el tiempo de
almacenamiento. Esta disminucion sélo fue significativa en el tratamiento T 2 (p<0,05).
El tratamiento con lavado del plasma seminal y alta concentracion de yema de huevo

fue el que mostré un vigor constante al transcurrir el tiempo de almacenamiento.
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5.0
45 4,3a 4,2a 4,3a
—~ 40 P + E —— Tris 2 %
@ i
- 35 3,7a i\ —B— Tris 12%
] .
ks 2,90 2 7h —A— Bioxcell
'I- i)
n 3.0
w
T 55 3.0b
5 2.
()]
< 50 2,6b 2,5b
15
1.0
2 4 6

Tiempo de Almacenamiento (meses)

Nota: ab: Valores con letras distintas difieren significativamente (p<0,05).

Figura 13: Efecto de la interaccion de los tratamientos y el tiempo de
almacenamiento sobre el vigor a tiempo O de espermatozoides caprinos
congelados/descongelados (mediaste.e.).

- Prueba de Endosmasis o Hipoosmotica

Para esta variable respuesta, la variable fija tratamiento fue significativa (p<0,05),
no detectandose efecto del tiempo de almacenamiento ni de la interaccion entre
ambas (Tabla 7).

Los eyaculados del tratamiento con lavado de plasma seminal y alta concentracion
de yema de huevo presentaron un mayor porcentaje de espermatozoides con
membrana funcional con respecto a los otros dos tratamientos (p<0,05) los cuales no

difirieron entre si (Tabla 7).

Los porcentajes de espermatozoides HOS + fueron similares a los 2, 4 6 6 meses

de almacenamiento (Tabla 7).
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Tabla 7: Funcionalidad de la membrana plasmatica de los tratamientos y tiempos
de almacenamiento a Tiempo 0 (media + e.e. en %).
Tiempo de Almacenamiento
(meses)

Tratamiento

Evaluacién T Interaccion
T2 T12 2 4 6

Bioxcell

Hos + 23,1+1,4b | 33,6t1,4a | 27,1+1,4b | 29,0+1,4 | 26,7+1,4 | 28,0+1,4 NS

Nota: ab: Valores con letras distintas difieren significativamente (p<0,05); NS: no significativo

- Espermatozoides vivos (%)

El efecto del tipo de diluyente fue significativo (p<0,05) para esta variable, no

detectandose efecto del tiempo de almacenamiento ni de interacciones (Tabla 8).

El porcentaje de espermatozoides vivos en los diluyentes con lecitina vegetal o sin
plasma seminal y alta concentracion de yema de huevo no fueron diferentes entre si,
evidenciando, ambos un mayor porcentaje de espermatozoides vivos que el

tratamiento con bajo contenido de yema (p<0,05; Tabla 8).

A pesar que los porcentajes de espermatozoides vivos tendieron a disminuir entre 2
y 6 meses de almacenamiento, estas diferencias no alcanzaron a ser significativas
(p<0,63; Tabla 8).

Tabla 8: Espermatozoides vivos de los tratamientos y tiempo de
almacenamiento a tiempo 0 (media + e.e. en %)

. Tiempo de Almacenamiento
Tratamiento
- (meses) o
Evaluacién Interaccion
T2 T12 T Bioxcell 2 4 6
Vivos (%) |37,3+2,4b | 47,5+2,2a | 48,6+2,7a | 46,3+2,5 | 43,0+2,5 | 44,1+2,5 NS

Nota: ab: Valores con letras distintas difieren significativamente (p<0,05); NS: no significativo

- Espermatozoides Normales (%)

En el porcentaje de espermatozoides normales se observéd efecto (p<0,05) de la
interaccion tratamiento por tiempos de almacenamiento (Figura 14). El tratamiento
Bioxcell se mantuvo constante a diferencia de los otros dos tratamientos que tuvieron

una baja significativa de la proporcion de espermatozoides normales a los 6 meses.
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La interaccién entre los tratamientos y el tiempo de amacenamiento en el

porcentaje de espermatozoides normales, se manifestdé por el aumento en el

porcentaje de espermatozoides normales que se observé en el

mes 4 de

almacenamiento en el tratamiento T 12 (p<0,05; Figura 14). Si bien fue el Unico

tratamiento con diferencias significativas, en todos los casos se observé una tendencia

similar.

Figura 14: Efecto de los tratamientos y tiempo de almacenamiento sobre los
espermatozoides congelados/descongelados de caprinos sin alteraciones de
conformacion (media £ e.e.)

96.0

92.9a

94.0

91,6a
T

92.0

—

91,2a

90.0

88.0

Normales (%)

——Tris2 %
—=—Tris 12%
—a— Bioxcell

M\

86.0

84.0

\ E 85,6b
N\

82.0

{816b

80.0

4

6

Tiempo de Almacenamiento (meses)

Nota: ab: Valores con letras distintas difieren significativamente (p< 0,05).

- Acrosomas dafados (%)

Para esta variable

respuesta,

la variable fija tratamiento y tiempo

almacenamiento fueron significativas (p<0,05), no detectdndose efecto de

interaccion entre ambas (Tabla 9).

de

la
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Tabla 9: Porcentaje de espermatozoides con acrosomas dafiados en los
tratamientos y tiempo de almacenamiento a tiempo 0 (media £ e.e. en %)

. Tiempo de Almacenamiento
Tratamiento
. (meses) .
Evaluacién Interaccion
T2 T12 Bioxcell 2 4 6
Ag;?}i%”;f 2,5+0,22a | 2,5¢0,29a | 1,6+0,21b |2,9+0,25a | 0,8+0,25b | 2,9+0,25a NS

Nota: ab: Valores con letras distintas difieren significativamente (p< 0,05); NS: no significativo

Para esta variable, el tratamiento con lecitina vegetal presentd el menor porcentaje
de espermatozoides con el acrosoma dafiado (p<0,05). Los tratamientos con yema de

huevo no se diferenciaron entre si.

Respecto de los tiempos de almacenamiento, los espermatozoides con acrosomas
dafiados tuvieron el minimo valor en el cuarto mes poscongelado. Este mes fue
diferente al segundo y sexto mes de conservacion; estos meses presentaron valores

mayores de acrosomas dafiados y no fueron diferentes entre si.

- Evaluaciones realizadas a Tiempo 2

Transcurridas dos horas de incubacion a 37° C en bafio maria las muestras se

evaluaron nuevamente, obteniéndose los siguientes resultados:

- Motilidad Individual Progresiva

Esta variable fue afectada significativamente por la composicion del diluyente
(p<0,05), no observandose efectos del tiempo de almacenamiento ni de la interaccion

entre las variables.

La motilidad individual progresiva de los espermios del tratamiento con lavado de
plasma seminal y alta concentracion de yema de huevo fue superior (p< 0,05) a la de

los otros tratamientos que a su vez no fueron diferentes entre si (Tabla 10).

La motilidad individual progresiva no presentd diferencias significativas (p<0,58)
entre los tiempos de almacenamiento (Tabla 10).
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Tabla 10: Efecto de los tratamientos y tiempo de almacenamiento sobre la motilidad
individual progresiva (MIP) a tiempo 2 (media £ e.e. en %)

. Tiempo de Almacenamiento
Tratamiento
Evaluacion (meses) Interaccién
T2 T12 T Bioxcell 2 4 6
MIP 17,3+1,7b | 39,7+1,7a | 11,9+1,7b | 24,4+1,6 | 22,2+1,7 | 22,3+1,7 NS

Nota: ab: Valores con letras distintas difieren significativamente (p< 0,05); NS: no significativo

- Vigor

Para el vigor, los efectos fijos tratamiento y tiempo de almacenamiento fueron

significativos (p< 0,05), no detectandose efecto de su interaccion (Tabla 11).

Los espermatozoides del tratamiento T 12 fueron los que presentaron mayor vigor a
las 2 h posdescongelado (p<0,05) respecto de los otros dos tratamientos. Por su lado,
el vigor observado en el tratamiento con bajo contenido de yema mostré una tendencia

a ser mejor que el tratamiento con lecitina vegetal (Tabla 11).

El vigor registrado a los dos meses de almacenamiento fue mayor (p<0,05) al
observado a los 4 y 6 meses, mientras que estos meses no se diferenciaron entre si
(Tabla 12).

Tabla 11: Efecto de los tratamientos y el tiempo de almacenamiento sobre el
Vigor a tiempo 2 (media £ e.e. en %)

. Tiempos de almacenamiento
) Tratamiento »
Evaluacion (meses) Interaccion
T2 T12 Bioxcell 2 4 6
Vigor 1,4+0,2b | 2,6+0,2a | 0,7+0,2b | 2,0+0,2a | 1,1+0,2b | 1,5+0,2b NS

Nota: ab: Valores con letras distintas difieren significativamente (p< 0,05); NS: no significativo

4.3. EXPERIMENTO 2: PRUEBA DE FERTILIDAD “IN VIVO”,
COMPARACION DE DILUYENTES DE CONGELACION.

Hubo efecto significativo de los los diluyenes utilizados (p<0,05) y los resultados se

muestran en el Tabla 12.




Tabla 12: Efecto de los tratamiento sobre la fertilidad “in vivo” (%)

Tratamiento ? preﬁ_adas/@ % Efecto
Inseminadas
SemDei'lnu'i:JgSCO 10/27 37 a
T2 7128 25 ab
T12 9/30 30 a
T Bioxcell 2/29 6 b
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Nota: ab: Valores con letras distintas difieren significativamente (p<0,05).

Las tasas de prefiez en los tratamientos Control (semen fresco diluido) y T 12
(eliminacién del plasma seminal y 12% de yema de huevo) fueron superiores (p<0,05)

al tratamiento con lecitina de soja.

El tratamiento con bajo contenido de yema de huevo no fue diferente (p < 0,05) de
ninguno de los tratamientos, a pesar que el valor numérico del resultado de prefiez
muestra una tendencia muy superior al tratamiento con lecitina de soja y mas cercano
a los valores de los tratamientos con semen fresco diluido y con eliminacion de plasma

seminal y alto contenido yema de huevo.

4.4.- EXPERIMENTO 3: EVALUACION DEL AGREGADO DE PLASMA
SEMINAL POSDESCONGELADO, SU EFECTO SOBRE LAS RAZAS Y LOS
DILUYENTES DE CONGELACION

- Evaluaciones realizadas a tiempo 0

Transcurridos 15 minutos del descongelado y del agregado del plasma seminal (a

tiempo 0), se obtuvieron los siguientes resultados:
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- Motilidad Individual Progresiva

Esta variable respuesta no fue afectada por el agregado de plasma seminal, la raza
0 sus interacciones, encontrandose efecto significativo de los medios de congelacién
(p< 0,05; Tabla 13).

La motilidad individual progresiva del tratamiento T 12 fue superior (p<0,05) a las
observadas en los tratamientos con bajo contenido de yema de huevo y con lecitina

vegetal, los que a su vez no difirieron entre si (Tabla 13).

La motilidad individual progresiva del tratamiento con eliminacion del plasma
seminal y alta concentracién de yema de huevo fue superior (p<0,05) a la observada
en el tratamiento con bajo contenido de yema y con lecitina vegetal que a su vez no

difirieron entre si (Tabla 13).

Tabla 13: Efecto del plasma seminal, la raza y los tratamientos sobre la
motilidad individual progresiva (MIP) a tiempo 0 (media + e.e. en %)

) Plasma Raza Tratamiento )
Evaluacion Interaccién
Sin Con Criollo | Saanen T2 T12 Bioxcell
MIP 43,0+1,4|41,4+1,4 | 43,6+1,7 | 40,8+1,8 | 36,7+1,9b | 56,9+2,2a | 33,1+2,1b NS

Nota: ab: Valores con letras distintas difieren significativamente (p<0,05); NS: no significativo

- Vigor

En esta evaluacion, no se observo efecto del agregado de plasma seminal, de la
raza, ni de las interacciones; soélo el efecto del tratamiento se mostré significativo
(p<0,05; Tabla 14). Entre razas, so6lo se observé una tendencia a mayor vigor en la
raza Criollo (p<0,069)

El tratamiento con eliminacién de plasma seminal y alta concentracién de yema de
huevo mostré tener mayor vigor (p<0,05) que el observado en los otros dos

tratamientos los que a su vez no difirieron entre si (Tabla 14).
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Tabla 14: Vigor observado en el plasma seminal, las razas y los tratamientos a
tiempo 0 (media £ e.e. en %)

. Plasma Raza Tratamiento .
Evaluacion Interaccién
Sin Con | Criollo | Saanen T2 T12 Bioxcell
Vigor 3,5+0,13,5+0,1 | 3,6+0,1 | 3,5+0,1 | 3,2+0,2b | 4,5+0,1a | 2,8+0,2b NS

Nota: ab: Valores con letras distintas difieren significativamente (p<0,05); NS: no significativo

- Prueba de Endosmdsis o Hipoosmatica

En la actividad funcional de la membrana plasmética del espermatozoide se
observo efecto significativo de la presencia de plasma seminal y los tratamientos

(p<0,05), no observandose efectos de la raza ni de sus interacciones (Tabla 15).

A tiempo cero, el agregado de plasma seminal al semen descongelado deprimié
(p<0,05) la actividad funcional de la membrana plasmatica de los espermatozoides
(Tabla 15).

El valor obtenido para espermatozoides con membrana plasmética funcional en el
tratamiento con eliminacion de plasma seminal y alta concentracion de yema de huevo
fue superior (p<0,05) al de los tratamientos con bajo contenido de yema y con lecitina
vegetal. En tanto que en este Ultimo, el valor superé (p<0,05) al observado en el
tratamiento con bajo contenido de yema (Tabla 15).

Tabla 15: Efecto del agregado de plasma seminal, la raza, los tratamientos
sobre la funcionalidad de la membrana plasmatica a Tiempo 0 (media + e.e. en %)

Plasma Raza Tratamiento

Evaluacion Interaccién

Sin Con Criollo | Saanen T2 T12 Bioxcell

Hos + 27,8+1,5a | 17,7+1,5b | 24,0+1,8 | 21,5+1,8 | 18,7+1,9c | 27,5+1,9a | 22,0+1,9b

Nota: ab: Valores con letras distintas difieren significativamente (p<0,05); NS: no significativo

- Espermatozoides vivos (%)

El porcentaje de espermatozoides vivos determinados por medio de la coloracion

vital de eosina-nigrosina se vio afectado significativamente (p<0,05) por el efecto fijo
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plasma seminal y por la interaccion de la raza y los tratamientos. No se observo
comportamiento significativo de otras interacciones.

En presencia de plasma seminal la cantidad de espermatozoides vivos fue inferior
(p<0,05) a la observada en el semen al que no se agreg6 plasma seminal (31,4+2,7b
vs 45,912 ,8a %, respectivamente).

El mayor porcentaje de espermatozoides vivos fue observado en el tratamiento con
eliminacion del plasma seminal y alto porcentaje de yema de huevo en el semen de
raza Saanen (p<0,05; Figura 15).

70.0

500 55,6a
50.0 A\
40.0 -
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38,9ab
44 9ab

33.6b —&— Criollo
20.0 25,2b —— Saanen
10.0

0.0

Espermatozoides Vivos (%)

Tris 2% Tris 12% Bioxcell

Tratamientos

Nota: Valores con letras distintas difieren significativamente (p<0,05).
Figura 15: Efecto de la interaccion de los tratamientos y las razas sobre el

porcentaje de espermatozoides vivos luego del descongelado a tiempo 0 (mediate.e.).

- Espermatozoides Normales (%)

El porcentaje de espermatozoides normales fue afectado significativamente por el
efecto simple de los medios de congelacion y por la interaccion raza*plasma seminal

(p<0,05), no se observo comportamiento significativo de otras interacciones.



106

El porcentaje de espermatozoides normales en el tratamiento con lecitina vegetal
mostro ser significativamente mayor que los observados en los otros dos tratamientos
(92,2+0,5a, 87,2+0,7b y 88,7+0,6b para T Bioxcell, T 2 y T 12, respectivamente). Las
diferencias entre T 2 y T 12 no resultaron significativas.

Se observé una disminucion significativa en el porcentaje de células normales de la

raza criolla cuando se le adicion6 plasma seminal posdescongelado (Figura 16).

93.0
90,6a 90,9a
9 91.0 %: i —e— Criollo
'g 8 89.0 —#— Saanen
g 2 89,7a
= — 87.0
8 ©
2 £ %
TS o 85.0 86,2b
o Z
L 83.0
81.0
SP CcP

Plasma Seminal

Nota: Valores con letras distintas difieren significativamente (p<0,05); SP: sin plasma; CP: con plasma

Figura 16: Efecto del agregado de plasma seminal y de la raza sobre el
porcentaje de espermatozoides normales luego del descongelado a tiempo O
(mediate.e.).

- Acrosomas dafiados (%)

El porcentaje de espermatozoides con acrosomas dafiados se vio afectado por la
interaccion agregado posdescongelado de plasma seminal y por la raza (p<0,05), no

observandose efecto de ninguna variable simple.

Se observé una disminucién significativa en el porcentaje de espermatozoides con
acrosoma dafiado de la raza Criollo luego del agregado de plasma seminal a tiempo O
(Figura 17).
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Figura 17: Efecto de la interaccion agregado pos descongelado de plasma
seminal y de la raza sobre el porcentaje de espermatozoides con acrosomas dafiados
a tiempo 0 (mediate.e.).

- Evaluaciones realizadas a Tiempo 2

Transcurridas dos horas del descongelado y mantenidas las muestras en
incubacion a 37° C en bafio maria, se realizaron las evaluaciones, obteniéndose los
siguientes resultados:

- Motilidad Individual Progresiva

La motilidad individual progresiva a las dos horas de incubacién fue afectada
significativamente por la interaccién de plasma seminal*raza (p<0,05). No hubo efecto

significativo de otras interacciones.
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El agregado de plasma seminal aumenté significativamente (p<0,05) la motilidad
individual progresiva de espermatozoides de raza Criollo (Figura 18) luego de
incubarlos a 37° C en bafio de Maria.

El tratamiento con eliminacion de plasma seminal y alta concentracion de yema de
huevo mostré mayor (p<0,05) motilidad individual progresiva que la observada en los
otros dos tratamientos que a su vez no fueron diferentes entre si (42,2+1,8a; 19,7+1,5b
y 15,6x1,4b para T 12%, T 2% y Bioxcell, respectivamente).

40.0
350 32,7a

30.0 26.2b 4
25.0 :
20.0 P ﬁ —e—Criollo

Espermatozoides con MIP (%)

150 22.1b 22,2b —=— Saanen
10.0
5.0
0.0
SP CP

Plasma Seminal

Nota: Valores con letras distintas difieren significativamente (p<0,05); SP: sin plasma; CP: con plasma

Figura 18: Efecto del agregado de plasma seminal y la raza sobre motilidad
individual progresiva de espermatozoides congelados/descongelados de caprinos a
tiempo 2 horas (media + e.e.).

- Vigor

Transcurridas dos horas de incubacion en bafio maria a 37° C, los efectos simples
agregado de plasma seminal, raza y tratamiento mostraron efecto significativo

(p<0,05), no observandose efecto de interacciones (Tabla 16).

El vigor demostrado por los espermatozoides luego de dos horas de incubacion en
bafio maria a 37° C mejor6 (p<0,05) con el agregado de plasma seminal frente a la
ausencia de agregado del mismo (Tabla 16).
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El vigor observado en la raza Criollo, luego de dos horas de incubacion a 37° C en

bafio maria fue mayor (p<0,05) al observado en la raza Saanen (Tabla 16).

En cambio en el tratamiento con eliminacion de plasma seminal y alta
concentracion de yema de huevo el vigor observado fue superior (p<0,05) al
manifestado por los otros dos tratamientos, en tanto que el vigor observado en el
tratamiento con bajo contenido de yema de huevo fue superior (p<0,05) al observado

en el tratamiento con lecitina vegetal (Tabla 16).

Tabla 16: Efecto del agregado de plasma seminal, la raza y los tratamientos
sobre el vigor a tiempo 2 (media £ e.e. en %).

Plasma Raza Tratamiento
Evaluacion T Interaccién
Sin Con Criollo | Saanen T2 T12 .
Bioxcell
Vigor 1,2+0,1b | 2,0+0,1a | 1,9+0,1a | 1,3+0,1b | 1,4+0,1b | 2,7+0,1a | 0,0+0,1c NS

Nota: abc: Valores con letras distintas difieren significativamente (p < 0.05); NS: no significativo
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5.- DISCUSION

El presente estudio se realiz6 para evaluar el comportamiento de semen congelado
con tres diluyentes conteniendo dos concentraciones de yema de huevo (2 y 12%) o
su reemplazo por proteina de origen vegetal, el efecto de la eliminacion del plasma
seminal antes de la congelacion y su posible interacciéon con la yema de huevo, el
comportamiento frente al transcurso del tiempo de almacenamiento en nitrégeno

liquido y el agregado de plasma seminal después de la descongenlacion.

En el Experimento 1 se compararon diferentes diluyentes de congelacion y

diferentes tiempos de almacenamiento en nitrégeno liquido, evaluando para ello
caracteristicas “in vitro” del semen relacionadas con su capacidad fertilizante,

inmediatamente de descongelado y luego de dos horas incubado a 37° C.

Como fue dicho anteriormente, el efecto de la raza en la produccion espermética
fue evaluado por diferentes autores en su variacion estacional y los efectos de ésta
sobre la calidad seminal (Perez; Mateos, 1996; Dickson-Urdaneta; Torres-Hernandez;
Becerril-Pérez, 2000; Karagiannidis; Varsakeli; Karatzas, 1999; Ahmad; Noakes, 1996)
pero no fue evaluado hasta el presente en su respuesta a la criopreservacion. En
nuestro estudio, durante los primeros analisis realizados explorando el avance del
trabajo, se evalud esta caracteristica mediante el procedimiento PROC-GLM de SAS
encontrandose diferencias entre razas, que en esta primera etapa fue considerada tal
cual. Sin embargo con la totalidad de los datos disponibles y habiendo determinado
presencia de heterogeneidad de las varianzas, los datos fueron reanalizados utilizando
el procedimiento PROC-MIXED del SAS. Al aplicar este procedimiento, las diferencias
significativas entre razas no fueron observadas, aun cuando en varios de los
parametros estudiados, la raza Criollo parece ser menos afectada por el proceso de
congelacion. De acuerdo con esto, esta variable no fue considerada en los andlisis
posteriores de este experimento lo cual contribuy6 a disminuir el error experimental al

aumentar el n.
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Efecto de los tratamientos sobre la motilidad individual progresiva evaluada

al descongelado (Tiempo 0).

La primera evaluacion que se realiza al semen congelado/descongelado antes de
su utilzacion en IA es su Motilidad Individual Progresiva, la cual nos brinda un
panorama general del resultado de la manipulacién realizada al semen. La motilidad
individual progresiva es la responsable de permitir a los espermatozoides recorrer la
distancia que los separa del ovocito, y sobre todo, posibilita el acceso al ovocito a

través de las capas que lo cubren posibilitando la fecundacion.

En nuestro estudio fue posible determinar que la motilidad individual progresiva fue
menos afectada cuando se utilizd una alta proporcién de yema de huevo en el
diluyente y el plasma seminal fue eliminado previamente por medio del “lavado” del
eyaculado. Por el contrario, la motilidad individual progresiva fue deprimida en el
tratamiento sin eliminacién del plasma seminal aln cuando la proporcién de yema de
huevo en el medio de dilucion fue significativamente disminuida con respecto al grupo
anterior. Este comportamiento indicaria que la disminucion en la proporcién de yema
de huevo en el diluyente, si bien reduciria los efectos negativos de su interaccion con
el plasma seminal, no los eliminaria totalmente. Por lo tanto, la presencia del plasma
seminal sigue siendo un factor central a través de su interaccién con la yema de
huevo. Este Ultimo punto es ratificado por el efecto favorable observado en el
tratamiento donde es separado el plasma seminal de los espermatozoides, previo a su
dilucién y congelado (Corteel et al., 1974, 1975 y 1980; Ritar et al., 1982; Memon et
al., 1985).

La respuesta deprimida en el grupo con baja proporcién de yema de huevo en
presencia de plasma seminal también pudo deberse a que la cantidad de yema de
huevo disponible en el diluyente no fue la suficiente para proteger adecuadamente a
los espermatozoides durante el proceso de congelado. Si bien Ritar et al. (1982)
determinaron que una concentracion minima de yema de huevo del orden de 1,5% era
suficiente para proteger a los espermatozoides, Cabrera et al. (2005) observaron que
concentraciones mayores de yema de huevo mostraron una clara mejora de la
motilidad espermatica después de la congelacién respecto de la concentracion minima

antes mencionada.
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De esta manera quedaria por dilucidar si lo observado en nuestro trabajo en el
grupo con baja yema de huevo y presencia de plasma seminal es producto de la
interaccion yema de huevo-plasma seminal (a pesar de la menor presencia de yema
de huevo en el diluyente) o tal vez sea debido, precisamente, a una excesiva
disminuciéon de un agente crioprotector reconocido como lo es la yema de huevo.
También podria ocurrir que en el trabajo de Cabrera et al. (2005) existiese una
composicion diferencial del plasma seminal de la raza por ellos utilizada y esto
generase una respuesta del tipo de la antes mencionada. Aunque en este experimento
no se puso en evidencia el efecto de las razas en estudio, esto no implica que este

efecto no se manifieste en otras razas.

Finalmente, y para concluir con este punto, es posible que sea necesario establecer
un delicado equilibrio entre el factor protector (cuya proporcion puede ser variada) y el
plasma seminal para lograr una adecuada proteccion seminal con un minimo efecto
nocivo. Sin embargo, determinar este equilibrio en un estudio especifico es insuficiente
para establecer normas al respecto ya que la proporciéon de plasma seminal varia
entre eyaculados, entre épocas, entre razas, etc. De la misma manera, la propia
composicion del plasma seminal puede variar entre épocas, como fuera observado

tanto en caprinos (La Falci et al., 2002) como en ovinos (Dominguez et al., 2008).

Con respecto al empleo de componentes de origen animal en la formulacion de
diluyentes para congelacién de semen, ademas de la mencionada interaccion, se
deben mencionar los problemas derivados de las variaciones en la composicién que
sufren estos componentes y mas grave aun, los riesgos de bioseguridad que su
empleo implica, debido a la posible contaminacién con agentes patdgenos (bacterias,
micoplasmas y virus) (Bousseau, et al. 1998; Miuller-Schlésser, 2005). Esto ultimo
tiene particular importancia cuando se utiliza un diluyente para semen destinado a su

comercio internacional.

Por esta razén es que desde hace algunos afios se han desarrollado diluyentes
(que ya se encuentran en fase comercial para algunas especies), que tienen como
constituyente principal a la lecitina de soja y que carecen de proteinas de origen
animal en su formulacion. Estos diluyentes que han sido particularmente desarrollados
para la conservacion de semen de bovino, han comenzado a probarse en otras

especies como Cervidos (Ciervo Colorado y Gamo: Zomborszky et al., 2005), equinos
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(Aurich et al., 2007), ovinos (Gil et al., 2003 a y b), caninos (N6thling et al., 2007) y
caprinos (Jannett et al., 2005, Paulenz et al., 2005 y Bittencourt et al., 2006).

De esta manera, alguno de los estudios llevados a cabo en nuestro trabajo, no
tienen precedentes en la bibliografia consultada, por lo que se intentara explicar lo
aqui observado utilizando la informacién aportada por los estudios mencionados, en
los que se utilizo este diluyente y en caprinos. Los resultados de la motilidad individual
progresiva observados en nuestro estudio para el tratamiento con lecitina de soja,
fueron los mas bajos observados en los tratamientos comparados. Un comportamiento
similar fue observado por Paulenz et al. (2005) en semen caprino refrigerado a dos
temperaturas (5 y 20° C) al comparar un diluyente con lecitina de soja con dos medios
conteniendo leche descremada, uno comercial y otro no comercial. Algunas de las
interpretaciones que podrian darse a este comportamiento del medio con lecitina

vegetal podrian ser:

e En el trabajo mencionado (Paulenz et al., 2005), el medio con lecitina
vegetal es el Unico que contiene glicerol. Es conocido que el glicerol suele tener
efectos toxicos sobre los espermatozoides y particularmente cuando el mismo es
adicionado a los medios a temperaturas > a 30° C (Colas, 1975). Esto podria ocurrir a
pesar que el semen caprino pareceria poseer una mayor capacidad para resistir altas
concentraciones de glicerol en los medios de dilucion (Deka et al., 1986) a diferencia

de lo observado en otras especies.

e Otra causa que podria explicar este comportamiento es que las enzimas
presentes en el plasma seminal reaccionasen de igual manera con la lecitina vegetal
(Paulenz et al., 2005) como lo hacen con la lecitina de la yema de huevo (Corteel,
1975).

e Por ultimo, las enzimas presentes en el plasma seminal (Enzima
coagulante de la yema de huevo-EYCE- o Fraccion glicoproteica del plasma seminal -
BUSgp60-), al igual que muchas enzimas, presentan mayor actividad biolégica a
mayor temperatura (Ritar et al., 82; Paulenz et al.,, 2005). Por lo tanto, serian
adecuadas las diferencias de comportamiento observadas a las dos temperaturas de

refrigeracion (Paulenz et al., 2005) o las observadas en nuestro trabajo, donde la
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lecitina vegetal fue agregada al semen previo a su enfriamiento. Si hubo reaccion con

la lecitina vegetal a estas temperaturas, la accion enzimatica estaria maximizada.

Efecto del tiempo de almacenamiento en nitrégeno liquido sobre la motilidad

individual progresiva evaluada al descongelado (Tiempo 0)

Como fuera descrito por otros autores (Corteel, 1975; Ritar; Salamon, 1991; Ritar,
1993; Ferrari et al., 1998; Lebouef et al., 2000) en el presente estudio se observé una
paulatina pérdida de motilidad individual progresiva a partir del momento de congelado
y hasta los 6 meses de almacenamiento en nitrégeno liquido (tiempo de duracion del
presente estudio), independientemente del medio de dilucion utilizado y del tratamiento
recibido por el semen. Esta observacion, difiere de lo mencionado por Cabrera et al.
(2005), quienes no observaron ninguna pérdida en la motilidad del semen caprino

congelado y almacenado durante un periodo similar.

Esta pérdida de la motilidad individual progresiva es un comportamiento informado
con frecuencia en el caprino (Corteel, 1975; Ritar; Salamon, 1991; Ritar, 1993 y Ferrari
et al.,, 1998), y tal vez no deberia ser exclusivamente atribuida a la presencia de
componentes particulares del plasma seminal (Enzima coagulante de la yema de
huevo-EYCE- o Fraccion glicoproteica del plasma seminal -BUSgp60-; Corteel, 1975)
ya gue lo mismo ha sido observado en muestras congeladas con o sin plasma seminal
(Ritar; Salamon, 1991).

En nuestro estudio ocurrié algo parecido ya que hubo al menos un tratamiento en
el que la congelacion se hizo sin plasma seminal (eliminacion del plasma seminal) y el
comportamiento de este tratamiento en particular fue el mismo que el manifestado en
los tratamientos con plasma seminal. Subsiste entonces dilucidar, si lo observado en
nuestro experimento se deberia a causas propias del congelamiento (estabilizacién del
material biolégico congelado) o podria deberse a procesos que son detenidos por la
congelacion y reiniciados al descongelado, haciéndose estos mas evidentes cuanto
mayor es el tiempo transcurrido desde la congelacion del material. Esta ultima
presuncién supondria pensar que persiste minima actividad biolégica a la temperatura

de congelacién (- 196° C), algo hasta el momento no demostrado.
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A pesar de esta pérdida de la motilidad individual progresiva, la fertilidad del semen
de caprino congelado/descongelado no se veria afectada por el tiempo de
conservacion. Esto ha sido observado utilizando diferentes medios de dilucion (Citrato
de sodio-Glucosa-Glicerol-Yema de huevo, Waide et al., 1977; Tris-Fructosa-Citrato-
Yema de huevo, Fougner et al., 1979, ambos mencionados por Lebouef et al., 2000 o
Tris-Citrato-1,5% yema de huevo, Ferrari et al., 1998), diferentes vias de la
inseminacion (laparoscopica, Waide et al., 1977; intrauterina Trans-cervical, Fougner
et al., 1979; ambos mencionados por Lebouef et al., 2000 o via cervical: Ferrari et al.,
1998) y a diferente tiempo transcurrido entre el congelado y la inseminacion (12 a 36
meses: Fougner et al., 1979; 32 meses, Waide et al., 1977, ambos mencionados por
Lebouef et al., 2000 o 48 meses, Ferrari et al., 1998).

Efecto de los tratamientos y del tiempo de almacenamiento en nitrégeno

liquido sobre el Vigor evaluado al descongelado (Tiempo 0)

En la evaluacion de un semen previo a su uso, el vigor de los espermatozoides es
un complemento de la motilidad, y proporciona una idea de la “fuerza o vitalidad” con
que los espermatozoides métiles realizan su desplazamiento dentro del campo 6ptico
donde se lleva a cabo la valoracién. Posee importancia en el proceso de transporte

espermatico y la fertilizacion.

El vigor espermatico obtenido en nuestro estudio se vio afectado por la interaccion
de los tratamientos y el tiempo de almacenamiento en nitrégeno liquido. La eliminacion
del plasma seminal y el uso de altas concentraciones de yema de huevo en el medio
de dilucion permitieron obtener el mejor vigor después del descongelado del semen.
Ademas, el vigor manifestado por los espermatozoides en este tratamiento tuvo un
comportamiento estable, independientemente del tiempo transcurrido desde el
congelado. Este comportamiento ya fue observado por otros autores (Corteel, 1975;
Ritar; Salamon, 1991; Ritar, 1993; Ferrari et al., 1998) y en conjunto pone en evidencia
gue la pérdida de vigor observada en los diluyentes con plasma seminal (el de bajo
contenido de yema de huevo o el de lecitina vegetal) durante el mismo tiempo de
evaluacion, afirmaria el papel central que juega la presencia del plasma seminal en su
interaccion con la yema de huevo (Corteel, 1975) y/o talvez con la lecitina vegetal

(Paulenz et al., 2005) sobre este pardmetro.
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A pesar de lo anteriormente mencionado, es posible observar que el vigor tuvo un
comportamiento muy relacionado con la motilidad individual progresiva, ya que cuando
esta fue alta, su vigor también fue importante y por el contrario, a una motilidad

individual progresiva mas baja, el vigor también fue menor.

Efecto de los tratamientos y del tiempo de incubacién a 37° C sobre la
motilidad individual progresiva y el vigor evaluados luego de dos horas de

cultivo (Tiempo 2)

Cuando los espermatozoides son descongelados y puestos en cultivo durante
determinado periodo, ocurren cambios en el medio de cultivo ya que espermatozoides
vivos y muertos comparten el mismo ambiente de incubacion. Los espermatozoides
muertos liberan sustancias con efecto claramente téxico para los espermatozoides
vivos (Shannon; Curson, 1971) conocidas como especies oxigeno reactivas o ROS.
Entre ellas encontramos superoxidos, radicales oxidrilo y el peréxido de hidrégeno
(Del-Maestro, 1980), la presencia de éstas ha sido estudiada en bovinos (Shannon
and Curson, 1982) y ovinos (Upreti et al. 1997). Tanto espermatozoides vivos como
muertos y en proceso de degeneracion, sedimentan en el fondo del tubo, regién que
presenta la mas alta concentracién de estos productos toxicos, que disminuyen el pH

del medio y provocan peroxidacion de lipidos (Salvador et al., 2006).

Por estas razones esta valoracion se encuentra cuestionada, ya que el ambiente
del aparato reproductor femenino es absolutamente diferente, debido entre otras cosas
a los movimientos ciliares y a la reabsorcion realizada por el epitelio celular. A pesar
de esto se llevd a cabo esta valoracion, con la idea que los espermatozoides menos
afectados por la criopreservacion también serian capaces de soportar estas
condiciones modificadas y que el mejor comportamiento observado se potenciaria en

el medio interno del animal.

Luego de transcurridas dos horas de conservacion a 37° C, las tendencias de la
motilidad individual progresiva observadas entre los tratamientos a tiempo O se
mantuvieron, siendo el semen menos afectado el diluidio con una alta proporcién de
yema de huevo y la eliminacion previa del plasma seminal por medio del lavado. Los

comentarios que es posible realizar sobre este aspecto son similares a los ya
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mencionados en la determinacion de la motilidad individual progresiva al
descongelado. Esto también indicaria que durante el periodo de cultivo, en el medio
con bajas proporciones de yema de huevo pero en presencia de plasma seminal, la
interaccion entre ambos se sigue produciendo a pesar de la baja proporcion de yema

de huevo.

Como se plante6 en varias ocasiones durante esta discusion, es escasa la
informacion encontrada en donde se hayan realizado evaluaciones de diluyente con
lecitina vegetal, en particular en caprinos. La motilidad individual progresiva observada
en este medio de dilucién después de dos horas de cultivo, es la mas baja de los
tratamientos comparados. Contrariamente, en bovino, la motilidad individual progresiva
medida por medio de sistemas computarizados (Sistema Analizador de Motilidad
Celular -CMA, Medical Technologies Montreux SA, Clarens/Montreux, Switzerland- o
Sistema de Analisis de la Motilidad Esperméatica Asistido por Computadora -CASA,
SM-CMA, Stromberg-Mika, Bad Fielnbach, Germany-) en diluyentes con lecitina
vegetal luego de dos horas de conservacion a 37° C, se comportd mejor que el
tratamiento con yema de huevo (Hinsch et al., 1997; Aires et al., 2003) y en el ovino,
esta diferencia se mantuvo alun cuando el periodo de incubacién se ampli6 a seis
horas (Gil et al., 2000).

Se debe sefalar que en estas dos especies no ha sido descripta interaccion entre el
plasma seminal y alguno de los constituyentes utilizados en la formulacién de
diluyentes seminales. Quedaria entonces por dilucidar si este efecto es debido a una
accion diferencial entre especies 0 si es necesario corregir la composicion de la
formulacion del diluyente con lecitina de soja en el caprino a fin de lograr una correcta

proteccion de los espermatozoides, efecto logrado con esta formulacion en el bovino.

Todo lo mencionado para la motilidad individual progresiva puede ser repetido en
los mismos términos para el vigor ya que, observado después de dos horas de
incubacién a 37° C, el tratamiento con lavado previo y alto contenido de yema de
huevo fue el de mayor vigor con respecto a los otros dos diluyentes.
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Efecto de los tratamientos sobre la funcionalidad de la membrana plasmatica

evaluada al descongelado (Tiempo 0)

La funcionalidad de la membrana plasmatica (test hipoosmético) es
fundamentalmente importante para el proceso de fecundacion y en varios de los
procesos que la preceden o que forman parte de la misma, como son la capacitacion,
la reaccion acrosémica y la adhesion del espermatozoide a la superficie del ovocito
(Jeyendran et al., 1984; Garcia Artiga, 1994).

Uno de los objetivos del agregado de distintas proporciones de yema de huevo o de
lecitina de soja a los medios de dilucion espermatica, es brindar proteccién a las
membranas celulares durante el shock térmico que tiene lugar durante el transcurso
del congelado-descongelado (Salisbury; VanDemark, 1964; Holt et al., 1994). Los
resultados observados en nuestro estudio respecto de la funcionalidad de la
membrana se encuentran en concordancia con lo observado al evaluar la motilidad
individual progresiva y el vigor, en donde los espermatozoides conservados en el
medio con eliminaciébn de plasma seminal y alto contenido de yema de huevo
presentaron un porcentaje mas elevado de espermatozoides con la membrana

plasmética funcional que aquellos congelados en presencia de plasma seminal.

La falta de diferencia entre los espermatozoides criopreservados en lecitina vegetal
0 con bajo contenido de yema de huevo (ambos conteniendo plasma seminal) podrian

deberse a que:

- En el caso del uso de la lecitina vegetal, tanto la enzima coagulante de la
yema de huevo (EYCE) como la fraccion glicoproteica del plasma seminal (BUSgp60),
presentes en el plasma seminal, reaccionarian con la lecitina de soja (Paulenz et al.,
2005) de la misma manera que lo hacen con la lecitina de la yema de huevo (Corteel,
1975),

- En ambos casos, el efecto crioprotector de ambos tipos de lecitinas (tal vez
por haberse utilizado en concentraciones muy bajas) haya sido insuficiente para

proteger las membranas de los espermatozoides.
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Resultados similares fueron observadas por Bittencourt et al. (2005) al evaluar
semen caprino congelado, efecto que no fue observado en semen caprino refrigerado
(Salvador et al., 2006).

No se hallaron antecedentes bibliograficos donde se evaluara la funcionalidad de la
membrana de espermatozoides posdescongelado cuando la congelacién se hizo en
medio de dilucién conteniendo lecitina vegetal en caprinos. En cambio existen reportes
en bovinos, especie donde no ha sido descrita la interaccion del plasma seminal con la
yema de huevo, por lo que en semen de toro la concentracion de yema de huevo

utilizada corrientemente en diluyentes de congelacion es del orden del 20%.

En esta especie, sin embargo, cuando se comparo la funcionalidad de la membrana
de espermatozoides congelados en diluyentes con lecitina de soja o con Tris-citrato-
yema de huevo se observaron comportamientos contradictorios. Por un lado hay
autores que no observaron diferencias con el uso de ambos diluyentes (Thun et al.,
2002) pero otros encontraron un mayor porcentaje de espermatozoides con membrana
plasmatica funcional cuando el medio utilizado contenia lecitina vegetal (Gil et al.,
2000). Nuestro trabajo no concuerda con ninguno de estos resultados ya que el
porcentaje de espermatozoides con membrana funcional cuando se utilizé lecitina de
soja en el diluyente, fue menor respecto del tratamiento en que se elimind el plasma

seminal y tuvo alto contenido de yema de huevo.

Por lo tanto y a manera de resumen, podriamos decir que las diferencias puestas
de manifiesto por la prueba la funcionalidad de la membrana de espermatozoides
congelados entre los tratamientos comparados en el presente estudio, podrian ser
tomados como un reflejo del grado de proteccién brindado por los diferentes diluyentes
a las membranas plasmaticas de los espermatozoides durante el proceso de
congelado.

Efecto de los diluyentes sobre el porcentaje de espermatozoides vivos

evaluado al descongelado (Tiempo 0)

La evaluacién del porcentaje de espermatozoides vivos luego del descongelado,
utilizando la coloracion vital de eosina-nigrosina, brinda una idea de la cantidad de

espermatozoides que resistieron el proceso de congelado-descongelado.
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En el presente estudio, el porcentaje de espermatozoides vivos observados
inmediatamente después del descongelado fue superior en los diluyentes con lecitina
vegetal y en el de alto contenido de yema de huevo pero sin plasma seminal, en

relacion con el diluente con plasma seminal y bajas proporciones de yema de huevo.

La aparente contradiccion que existe en el semen diluido con lecitina vegetal entre
el alto porcentaje de espermatozoides vivos y los bajos porcentajes observados en la

motilidad individual progresiva y el vigor podria ser explicada por diferentes razones:

e la lecitina vegetal podria presentar una forma diferente de
interactuar con los dominios de la membrana plasmatica de la cabeza y el
dominio de membrana del flagelo del espermatozoide, esta forma diferente de
interaccion podria modificar la capacidad de entrada del colorante y otros
metabolitos, lo que en consecuencia podria modificar la expresion de la

motilidad,

e de ser corroborado el supuesto anterior, seria posible que haya
mayor cantidad de espermatozoides vivos pero sin movilidad en el diluyente

con lecitina.

Este comportamiento permite preguntarnos si con este tratamiento seria posible
obtener aceptables porcentajes de prefiez si lo utilizaramos para inseminacion artificial
cervical. No obstante es sabido que la motilidad espermatica es un componente
central en el traslado de los espermatozoides desde el sitio donde son depositados
(por coito o inseminacion artificial) al sitio de fertilizacion asi como para la penetracion
del ovocito (Scott, 2000). Por lo cual, podria esperarse que la fertilidad en sistemas
normales (servicio natural o inseminacion artificial) fuese superior en el semen

congelado en el medio que permite mayor motilidad.

En caprinos, no se encontraron antecedentes respecto a la evaluacion
posdescongelado del porcentaje de espermatozoides vivos de semen diluido en medio
conteniendo lecitina vegetal. Sin embargo, un comportamiento similar al encontrado en
nuestro trabajo fue observado en bovinos utilizando coloracion vital de tripan blue
(Hinsch et al., 1997). Brito et al. (2003), no observaron diferencias entre las tinciones
vitales tripan blue y eosina-nigrosina en espermatozoides bovinos. Esto nos permitiria
hipotetizar que lo descripto en bovinos se manifestaria de forma similar con semen

caprino.
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Por lo tanto, lo obtenido en nuestro trabajo, admitiria entonces suponer que el
medio con lecitina vegetal provee igual proteccion a la membrana plasmética de la
cabeza de los espermatozoides caprinos durante el proceso de congelado-
descongelado que el medio sin plasma seminal y alto contenido de yema de huevo.
Sin embargo, a pesar de haber una sobrevida similar en ambos casos, la motilidad
individual progresiva se ve severamente afectada en el primero de los dos. Esto no
seria nada extrafio conociendo que ambos procesos tienen mecanismos totalmente
diferentes e indicaria que es fundamental la suma de parametros de importancia, en el

momento de realizar un diagnéstico de calidad seminal.

Con respecto a las diferencias observadas entre los medios con yema de huevo, la
informacion obtenida, mayor cantidad de espermatozoides vivos observados en el
medio con alto contenido de yema de huevo y sin plasma seminal, resalta la
importancia que este componente tiene en la sobrevida de espermatozoides. Por el
contrario, cuando el contenido de yema de huevo fue bajo pero se mantuvo el plasma

seminal en el medio, la sobrevida fue menor.

El comportamiento observado en el tratamiento sin plasma seminal reafirma
nuevamente la necesidad de eliminar el plasma seminal en esta especie antes de
hacer la dilucién, a fin de evitar su interaccién con la yema de huevo y posibilitar una
mejor accion protectora de ésta sobre los espermatozoides (Corteel, 1974, 1975, y
1980; Ritar et al., 1982; Memon et al., 1985).

La menor sobrevida de espermatozoides congelados en diluyente con bajo
contenido de yema de huevo, si bien disminuiria los efectos negativos de su
interaccion con el plasma seminal y evitaria el lavado por centrifugacion del eyaculado,
como fuera postulado por Ritar et al. (1982, 1991 y 1993), su cantidad no seria
suficiente para brindar una proteccion adecuada a los espermatozoides aumentando

su mortalidad.
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Efecto de los tratamientos y del tiempo de conservacion en nitrégeno

liguido sobre las anomalias espermaticas evaluadas al descongelado (Tiempo 0).

El porcentaje de anomalias espermaticas ha mostrado, en estudios realizados en
bovinos, estar relacionado con las tasas de concepcion y de no retorno (Phillips et al.,
2004). La correlacion entre espermatozoides normales y fertilidad posterior a una
inseminacion artificial varia ampliamente (desde r= 0,06 a 0,86 Graham et al., 1980,
mencionado por Rodriguez-Martinez, 2003), pudiendo deberse esta variacion a la
calidad del semen utilizado (cantidad de vivos y muertos, motilidad individual
progresiva) (Kuster et al., 2004,), al tipo de anomalias observadas (Barth, 1989; Barth
et al., 1992; Ostermeier et al., 2001) o a la metodologia utilizada para su determinacion
(Kuster et al., 2004).

En bovinos, es recomendable que el semen tenga niveles superiores al 70% de
espermatozoides normales para obtener 6ptimos valores de fertilidad luego de una

inseminacion artificial (Barth; Oko, 1989).

En el presente estudio, el porcentaje de espermatozoides normales se encontrd
afectado por la interaccidén entre los tratamientos y el tiempo de almacenamiento en
nitrégeno liquido. Esta interaccién nos permitié observar que el diluyente con lecitina
vegetal, no modificé la tasa de espermatozoides normales a lo largo de las
evaluaciones. Por el contrario ambos tratamientos con yema de huevo, presentaron
una tendencia a disminuir la proporcion de espermatozoides normales a través de los

meses poscongelado.

Con respecto a la tendencia a perder caracteristicas cualitativas (motilidad, vigor o
proporcion de espermatozoides vivos) a través del tiempo de conservacién en
nitrégeno liquido, ya fue observada (Corteel, 1975; Ritar; Salamon, S., 1991; Ferrari et
al., 1998). Sin embargo, en machos caprinos de raza Canaria, esta tendencia a perder
caracteristicas cualitativas en el tiempo durante el cual los espermatozoides

permanecieron congelados, no ha sido observada (Cabrera et al., 2005).

Respecto a variaciones en la tasa de espermatozoides anormales en el tiempo
durante el cual los espermatozoides permanecieron congelados, la bibliografia

consultada no presenta informacion y particularmente con lo ocurrido con el
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tratamiento con lecitina de soja, los trabajos consultados no han evaluado esta
determinacion. Por lo tanto, lo observado en el presente estudio plantea la necesidad
de esclarecer si este comportamiento se deberia a las cualidades de estos
componentes del medio de dilucion o a la metodologia utilizada para realizar la

evaluacion de esta determinacion (Kuster et al., 2004).

Por otro lado, los porcentajes de espermatozoides normales observados en todos
los tratamientos evaluados a tiempo O durante los meses en que se realizaron las
observaciones, se encontraron por encima del 80%, porcentajes al menos 10 puntos
porcentuales por encima del considerado como tolerable para semen congelado de
bovino (Barth; Oko, 1989). Si bien esta informaciéon no existe para el caprino, si la
misma fuese extrapolable entre estas especies, seria esperable obtener porcentajes
de fertilidad dentro de lo aceptable para la inseminacién artificial cervical con el semen
congelado en cualquiera de los diluyentes probados o que la fertilidad obtenida por los

tratamientos evaluados no fuera afectada por esta determinacion.

Efecto de los tratamientos sobre la integridad del acrosoma evaluado al
descongelado (Tiempo 0)

La integridad del acrosoma es fundamental para que el espermatozoide pueda
atravesar las barreras fisicas que lo separan del ovocito y producir la fecundacion. Por
lo tanto, es muy importante que los medios de dilucién protejan adecuadamente esta
estructura. El presente estudio permiti6 determinar que el mayor porcentaje de
acrosomas intactos se observo en el tratamiento con lecitina vegetal con respecto a
los observados en los tratamientos con yema de huevo lo que es coincidente con la
determinacion descripta previo a esta. Este comportamiento demostrado por el medio
con lecitina vegetal también fue observado con semen caprino refrigerado a 5° C, no
ocurriendo lo mismo cuando la temperatura de refrigeracion fue de 20° C, donde este
tratamiento produjo los menores resultados de los tratamientos evaluados (Paulenz et
al. 2005). Este comportamiento podria deberse a que las enzimas presentes en el
plasma seminal (Enzima coagulante de la yema de huevo-EYCE- y Fraccion
glicoproteica del plasma seminal-BUSgp60-) poseen mayor actividad a mayor
temperatura. Por su parte en bovinos, Aires et al. (2003) utilizando una técnica de

coloracién mas compleja (FITC-PSA, L0770, Sigma) al comparar el medio de dilucion
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con lecitina vegetal con otro con yema de huevo, no observaron diferencias entre
ambos. Estos resultados obtenidos confirmarian que el medio con lecitina vegetal,
podria brindar una mejor proteccion a los acrosomas de espermatozoides conservados
en él cuando se bajan las temperaturas. También reforzaria la hipotesis que el medio
con lecitina vegetal presentaria un nivel de proteccion o interactia de manera diferente
con los dominios de la membrana plasmatica de la cabeza que sobre el dominio de

membrana del flagelo del espermatozoide.

En cambio, los tratamientos con yema de huevo mostraron mayores porcentajes de
acrosomas dafiados, no diferenciandose entre si. Estos resultados no coincidirian con
lo observado en trabajos anteriores donde encontraron diferencias entre medios con
yema de huevo (Cabrera et al., 2005; Memon et al., 1985), siendo mayor cantidad de
espermatozoides con el acrosoma intacto en el tratamiento con lavado y alto contenido
de yema de huevo que la cantidad observada en el tratamiento con bajo contenido de

yema de huevo, con o sin plasma seminal.

Por su parte, Memon et al. (1985) observaron que la congelacion realizada en
semen sin plasma seminal y medio con alto contenido de yema de huevo posibilité una
mayor preservacion de acrosomas que el semen conservado en presencia de plasma

seminal, en un medio con alto contenido de yema de huevo.

De todas maneras y a pesar de las diferencias entre tratamientos observadas en
nuestro estudio, la proporcién de espermatozoides con el acrosoma dafiado fue
extremadamente baja (nunca superd el 2,5%) comparada con la descripta en la
bibliografia consultada. Esto indicaria que los medios de dilucion utilizados permitieron
una adecuada proteccion de la integridad de los acrosomas durante el proceso de
congelado-descongelado.
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Efecto del tiempo de almacenamiento en nitrégeno liquido sobre la
funcionalidad de la membrana plasmatica (test hipoosmatico), el porcentaje de
espermatozoides vivos y la integridad del acrosoma (evaluaciones realizadas al

momento del descongelado)

No se encontr6 en la bibliografia consultada trabajos donde se evaluara la
funcionalidad de la membrana plasmatica (test hipoosmotico) y el porcentaje de
acrosomas dafados a lo largo del tiempo de almacenamiento en nitrdgeno liquido

desde el momento de congelado.

El conjunto de resultados obtenidos en las variables espermatozoide vivos,
espermatozoides normales, acrosomas dafiados y test hipoosmaotico permiten
suponer que las membranas plasmaticas se verian menos afectadas por las
condiciones que le brindan los diluyentes en el transcurso del tiempo de congelado

que, aparentemente, las variables relacionadas con la movilidad espermatica.

Cuando se comparan estos resultados con los obtenidos en la motilidad individual
progresiva y el vigor, se ve que los tratamientos y el tiempo de almacenamiento
afectaron a ambas. Cabria entonces preguntarse si es fisica o biolégicamente posible
que estructuras como las membranas de las mitocondrias, las propias mitocondrias o
estructuras del sistema microtubular de la cola del espermatozoide que son de vital
importancia para el movimiento del espermatozoide y evaluadas a través de la
motilidad individual progresiva y el vigor, se vieran mas afectadas que las membrana
plasmaticas del espermatozoide, tanto por el proceso de congelado como por el

trancurso del tiempo de almacenamiento en nitrégeno liquido.

Esto podria tener su explicaciéon en que los dafios ocurridos en los espermatozoides
durante el proceso de diluciobn-descenso térmico-estabilizacion-congelado-
descongelado (Quinn et al., 1969 y 1980; Garcia Artiga, 1994; Amirat et al., 2005) son
conservados por la temperatura de congelacién, sin magnificarlos a pesar del
transcurso del tiempo entre la congelacion y los distintos momentos en los que se

repitieron las evaluaciones durante este trabajo.

Por otro lado, si las condiciones en las que se produce el descongelado son muy

diferentes, éstas se manifiestan en el semen descongelado (Holt et al., 1994). La falta
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de alteraciones observadas en las variables espermatozoides Vvivos,
espermatozoides normales, acrosomas dafiados y test hipoosmaotico permiten
suponer que las condiciones brindadas al semen durante el descongelado en los
distintos momentos en los que se produjeron las evaluaciones fueron muy similares,

haciendo minimas las diferencias en el tiempo.

En base a estos resultados y a la similar composicion de las “lecitinas” de soja y de
yema de huevo (Anexo N° 3), sumado a que so6lo en el caprino se ha registrado
interaccion de componentes del plasma seminal con la yema de huevo, hecho no
reconocido en bovinos y ovinos, es que podriamos especular que la Fosfolipasa A,
(Anexo N° 3) presente en el plasma seminal de macho caprino no distinguiria el origen
de las lecitinas al momento de hidrolizar los glicerofosfolipidos que las componen a
ambas. Refuerza esta conjetura, algunas de las caracteristicas comunes a todas
Fosfolipasas A, como son la gran homologia estructural entre todas ellas y su

selectividad catalitica (Valdez Rodriguez et al., 2002).

En el Experimento 2 se realiz6 una prueba de la capacidad fertilizante de los

espermatozoides sometidos a los diferentes tratamientos realizando una inseminacion
artificial via cervical a cabras con la finalidad de determinar si los diluyentes utilizados
eran capaces de condicionar fertilidades diferentes. En este estudio se incluy6é un
grupo inseminado con semen fresco que sirvio de control del factor hembra y del

protocolo de sincronizacion.

Los resultados obtenidos fueron en buena medida bien relacionados con los
obtenidos en el experimento 1 ya que el grupo de cabras inseminadas con semen
congelado/descongelado diluido en medio con alta proporcion de yema de huevo en
ausencia de plasma seminal present6 los mayores niveles de fertilidad los que a su
vez fueron similares a los obtenidos con el semen fresco. Los porcentajes en estos
dos grupos fueron significativamente superiores a los obtenidos en cabras
inseminadas con semen diluido con lecitina de soja. El grupo en que el semen se
congelé en diluyente con bajos niveles de yema de huevo con plasma seminal,

presentd valores intermedios que no difirieron de ninguno de los de los otros grupos.
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En nuestro estudio, los resultados de prefiez logrados después de una doble
inseminacioén a tiempo fijo a las 48 y 54 hs de retirado el tratamiento de sincronizacién
de celos y utilizando una dosis 50 millones de espermatozoides (en el caso del semen
congelado) en cada oportunidad, estuvieron proximos al 30% en los tratamientos
conteniendo yema de huevo y en el Control. Estos resultados fueron similares a los
observados en otras razas y condiciones (Raza Cachemira: 28,9% Ritar; Ball, 1993;
Raza Angora y Cachemira: 34,7 y 34,3 % respectivamente Ritar, 1993; Raza Anglo
Nubian y Saanen: 31,2%, Ferrari et al., 1998), e inferiores a los obtenidos en otros
casos (Raza Florida: 47,6%, Dorado et al., 2007; Raza Angora: 46,7% Ritar; Salamon,
1983).

En nuestro trabajo, uno de los factores determinantes de estos resultados muy
probablemente lo constituya el nimero de espermatozoides utilizados, ya que en
estudios en los que se utilizaron dosis de 200 millones de espermatozoides, los niveles
de fertilidad superaron ampliamente a los antes mencionados y a los obtenidos en
nuestro caso (Raza Angora y Cachemira: 53,3 y 50,5 % respectivamente, Ritar, 1993;
Raza Jamunapari: 80,7% de cabras inseminadas parieron, Chauhan; Anand, 1990).
Sin embargo, también existen estudios con esta alta dosis inseminante en que los
resultados obtenidos son similares a los obtenidos en nuestro estudio (Raza
Cachemira: 38,0% Ritar; Ball, 1993; Raza Angora: 40%, Gibbons, 2002) con una

cantidad de espermatozoides de la mitad que en esos casos.

Es evidente que es imposible la comparacion estricta entre trabajos ya que ademas
de la dosis inseminante utilizada, también existieron diferencias en los sistemas de
criopreservacion utilizados, las razas, las condiciones ambientales, el estado de los

animales, etc.

Como fuera dicho en el experimento 1, los estudios “in vitro” realizados mostraron la
superioridad del diluyente con alto contenido de yema de huevo pero sin plasma
seminal con respecto a los otros dos evaluados, en aspectos muy relacionados con la
aptitud fertilizante del semen tales como la motilidad individual progresiva y el vigor
como asi también en el estudio de lesion de membranas (test hipoosmaético). A pesar
gque numerosos autores cuestionan la correspondencia entre las evaluaciones
seminales “in vitro” y su fertilidad “in vivo” (Amann; Hammerstedt, 1993; Berger et al.,

1994; Rodriguez-Martines, 2003; Rodriguez-Martinez y Barth, 2007), sin embargo en
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nuestro estudio, los resultados obtenidos en ambos sistemas se correspondieron de
manera bastante fiel. Basta comparar el tratamiento con lecitina de soja, donde los
valores observados “in vitro” con respecto a los otros tratamientos fueron muy
inferiores como tambien lo fue la fertilidad lograda después de su uso en inseminacién

artificial via cervical.

Con respecto a este ultimo tratamiento, no existen antecedentes en la bibliografia
respecto a la evaluacién de su fertilidad en caprinos, existiendo escasos estudios
realizados en ovinos y en bovinos. En éstos, los niveles de fertilidad observados
fueron muy superiores a los obtenidos en nuestro estudio para el medio con lecitina de
soja (Ovinos: 21 o 30%, Gil et al., 2003; en Bovinos: 67,6 o 64,5%, Nehring; Rothe,
2003), donde ademas la cantidad de espermatozoides utilizados para inseminar

estuvo también en niveles superiores (al menos el doble).

Cuando comparamos los resultados obtenidos con semen fresco y los obtenidos
por los tratamientos con yema de huevo con y sin plasma seminal, se observd que no
hubo diferencias. Sin embargo las tasas de prefiez con semen fresco fueron inferiores
a las citadas después de una inseminacién (73,9 %: Lorenzo et al., 1997; 74,2%:
Greyling et al., 2000; 52%: Motlomelo et al., 2002; 63,6%: Romano et al., 2004; 53 %:
Lehloenya et al., 2005).

Con respecto al primer punto, las razones de la baja fertilidad con semen fresco

pueden haberse debido a varios factores:

e El estudio de fertiidad fue realizado en un establecimiento
privado en el cual las condiciones experimentales no estaban totalmente

controladas,

e El estado corporal de las cabras utilizadas en el tratamiento era
regular y este factor puede incidir de forma marcada en los resultados
(Gonzales de Bulnes et al., 1999; Cueto et al., 2000; Kusinas et al.; 2001),

e Se trataba de cabras en ordefie lo cual también, segun los
niveles de produccion, puede ser un factor determinante del nivel de prefiez
obtenido (Gonzales et al., 1990),
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e Parte de las cabras utilizadas en el presente estudio recibieron
tratamientos de induccién y sincronizacion del celo con utilizacion de eCG
durante los afos precedentes. Como el establecimiento no posee registros de
estos tratamientos, esto impidi6 individualizar los animales tratados
previamente como para no incluirlos en el presente estudio. Ha sido
demostrado, y particularmente en cabras, que tratamientos repetidos con eCG,
inducen la formacion de respuesta inmune humoral especifica contra dicha
hormona afectando negativamente la fertilidad después de la IATF (Roy et al.,
1999; Drion et al., 2001). Lo antedicho se produce ya que se retrasa la
ocurrencia del celo, el pico de hormona luteinizante se encuentra ausente o
desplazado y por consiguiente el momento de ovulacién no es sincronizado
afectandose la fertilidad (Roy et al., 1999; Drion et al., 2001),

¢ Oftro factor importante es la cantidad total de espermatozoides
depositados en el cervix (Ritar, 1993). Ya que se determin6 que al pasar de 60
a 120 millones de espermatozoides totales/dosis inseminante era posible
obtener una mejora de 10 a 13 puntos porcentuales de fertilidad a favor de la
mayor concentracién (Ritar, 1993). Por su parte en el ovino, la cantidad minima
de espermatozoides necesarios para obtener tasas de prefiez aceptables, aun
con semen fresco, varia entre autores, pero se puede decir que deberia estar
por encima de los 180 millones de espermatozoides totales/dosis inseminante
(McPie et al., 2000; Paulenz et al., 2002),

e En el presente estudio, en ningun caso fue posible atravesar al
cervix de las cabras y es conocido que el lugar de deposicion del semen tiene
incidencia en la tasa de prefiez obtenida (Ritar; Salamon, 1983; Ritar et al.,
1990; Gibbons, 2002; Salvador et al., 2005).

Si tenemos entonces en cuenta que la fertilidad en este estudio pudo estar afectada
por uno o varios de los factores antes mencionados manifestandose con una baja tasa
de prefiez con el semen fresco, lo mismo seguramente ha actuado con los
tratamientos con semen congelado. Por ello es posible especular que en condiciones
mas controladas de manejo de las hembras y de la inseminacion, ambos tipos de
resultados podrian ser mejorados (con semen fresco y congelado). Si esto fuese asi,

es posible esperar que con los tratamientos con yema de huevo, con o sin plasma
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seminal, sea posible obtener tasas de prefiez mas elevadas y por lo tanto
consideradas aceptables para su uso productivo. En este caso, la metodologia de
eleccion seria la que emplea las bajas concentraciones de yema de huevo sin
eliminacion del plasma seminal evitdndose asi la mayor cantidad de manipulaciones

gue significa la centrifugacion del eyaculado para la eliminacién del mismo.

Con respecto a la lecitina de soja, aunque no se ha encontrado informacion
publicada de fertilidad con semen congelado de caprinos en este medio, Baldasarre y
Karatzas (2004) hacen referencia en su trabajo a haber obtenido al menos iguales
tasas de fertilidad durante la fertilizacion “in vitro” realizada tanto con semen congelado
en medio con lecitina vegetal como con yema de huevo (resultados no publicados por
los autores). En funcién de ello, se deberian realizar nuevos estudios con otros
productos comerciales que contienen lecitina de soja en su formulacion para mejorar
la informaciébn generada con este componente o eventualmente utilizarlo en

proporciones diferentes a la utilizada en nuestro caso.

En el Experimento 3 se realizé la evaluacion del efecto del agregado de plasma

seminal después del descongelado del semen, su relacion con la raza de donde
provino el mismo (Saanen y Criollo) y los tratamientos que se utilizaron para su
congelaciéon. Como la significancia estadistica del efecto de los tratamientos ya fue
ampliamente discutida en el experimento 1 y los resultados en el experimento 3 fueron
similares a los del primero, en la discusidbn que sigue no se agregaran MAas
comentarios en lo referido a los diluyentes. Las evaluaciones que aqui se discuten son
aquellas relacionadas con la valoracion de las caracteristicas del semen
posdescongelado, cuando en este momento le fue agregado plasma seminal al

material en evaluacion.

Efecto del agregado Posdescongelado de Plasma Seminal y del efecto Raza

sobre los pardmetros seminales evaluados

En el ovino, se logré a través del agregado posdescongelado de plasma seminal
homdlogo a espermatozoides congelados/descongelados, una reversion del proceso
de capacitacion iniciado prematuramente por el proceso de criopreservacion (Maxwell

et al., 1999; Mortimer; Maxwell, 2004). Por este mismo medio, fue logrado obtener una
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mejora significativa de la motilidad (Dominguez et al., 2007; Bernardini, 2008) y tasas
de gestacion similares a las obtenidas con semen fresco en inseminacion cervical
utilizando espermatozoides congelados/descongelados (Maxwell et al., 1999, McPhie
et al., 2000).

En el presente trabajo no fueron observados efectos del agregado del plasma
seminal ni efecto de la raza a tiempo O sobre la Motilidad Individual Progresiva, el
Vigor, la Funcionalidad de la Membrana Plasmética y la cantidad de
espermatozoides vivos. Con respecto al efecto de la adicion del plasma seminal, es
poco esperable que en el momento 0 se observe alguna consecuencia sobre estos
parametros ya que es necesario un cierto tiempo para que el mismo tenga algun
efecto sobre ellos. Este efecto postergado de la accion del plasma seminal fue
reportado por otros autores en caprinos (La Falci et al., 2002) y en ovinos (Dominguez
et al., 2008; Bernardini, 2008).

En el presente estudio, la adicibn de plasma seminal después del descongelado
disminuy6 la cantidad de espermatozoides vivos y desmejor6 la funcionalidad de la
membrana plasmatica (Test hipoosmatico) respecto a lo observado en el semen
gue no fue suplementado con plasma seminal posdescongelado. Este comportamiento

no fue encontrado en ovinos por Dominguez et al. (2008) ni por Bernardini (2008).

En particular, en cuanto al porcentaje de espermatozoides vivos luego del
descongelado a tiempo 0 se observé una interaccién entre raza y tratamiento, donde el
diluyente con alto porcentaje de yema de huevo permiti6 una mayor sobrevida
posdescongelado en el semen de raza Saanen. Los otros diluyentes de esta misma
raza y los evaluados en la raza Criollo, tuvieron respuestas similares entre si para este
parametro.

Sin redundar en los conceptos vertidos en el experimento 1 para las diferencias
manifestadas por los tratamientos de dilucibn comparados, es necesario acercar una
explicacion que intente interpretar el efecto diferente segln la raza para un mismo

procedimiento.

La bibliografia consultada no reporta comparaciones entre razas realizadas en
forma simultdnea como fue efectuado en el presente estudio. Sin embargo, en la

informacion consultada se observé un comportamiento diferente entre razas ante el
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uso de un mismo tipo de procedimiento: aquel en que se elimina el plasma seminal
(lavado o no lavado de los espermatozoides). Nos parece adecuado aclarar al
respecto, que muchos de estos trabajos no son comparables directamente entre si ya
gue en la mayoria de los casos no es posible establecer el estado fisiologico de los
machos en estudio, ademas los mismos se desarrollaron a distintas latitudes, etc. pero

es llamativo como el efecto racial se manifiesta en ellos.

El analisis de esta bibliografia llevaria a suponer que existen razas en donde la
actividad o la presencia de las enzimas que interactian con la yema de huevo esta
ausente o disminuida (Raza Canaria: Cabrera et al., 2005; raza Jamunapari: Chauhan
et al., 1990; Raza Boer: Tuli et al., 1994; Raza Saanen: Azerédo et al., 2001) o por el
contrario, otras razas donde éstas se encuentran y/o presentan una mayor
concentracion o actividad (No especifican Raza: Corteel, 1975; Raza Angora: Ritar;
Salamon, 1982 y 1991; Raza Verata: Pintado et al., 1991; Raza Saanen: La Falci et
al., 2002, Raza Florida: Dorado et al., 2007).

También ha sido demostrado que la presencia de estas enzimas y su actividad
varia a lo largo de las estaciones reproductivas (La Falci et al., 2002). Si esto es
observable respecto de un procedimiento, es factible pensar como se observo en el
presente estudio, que lo mismo podria ocurrir respecto de las razas y los tratamientos

de dilucién que recibe el semen.

Con respecto a la proporcion de espermatozoides normales, se observo efecto de
interaccion de la raza y el agregado de plasma seminal. La proporcion de
espermatozoides normales en el semen de la raza Criollo disminuy6 cuando al semen
descongelado se le adicioné plasma seminal. Este comportamiento diferencial segin
razas, por un lado contradice lo observado a tiempo 0 sobre la Motilidad Individual
Progresiva, el Vigor, la Funcionalidad de la Membrana Plasmaética y la cantidad
de espermatozoides vivos, donde no se observo efecto inmediato del agregado de
plasma seminal, se contradice con reportes anteriores donde para observar efecto del
agregado de plasma seminal poscongelado fueron necesarios entre 30 y 60 minutos
para manifestar su actividad en caprinos (La Falci et al., 2002) y en ovinos
(Dominguez et al., 2008; Bernardini, 2008). Y por otro lado, reforzaria la hipétesis
planteada en el porcentage de espermatozoides vivos, teniendo en cuenta las

observaciones indicadas.
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De todas maneras, los altos porcentajes de espermatozoides normales observados
en ambas razas evaluadas al igual que lo observado en el expérimento 1, fueron
superiores a los recomendados como minimos para el bovino a fin de asegurarse una
fertilidad normal en caso de ser utilizado el semen congelado/descongelado en

inseminacion artificial (Barth; Oko, 1989).

El porcentaje de espermatozoides con acrosoma dafiado posdescongelado se vio
afectado por la interaccion de la raza y la adicién de plasma seminal, no observandose
efecto de ninguna variable simple. Esta valoracion se llevd adelante luego de
transcurridos 15 minutos del agregado de plasma seminal posdescongelado. En la
raza Criollo, disminuyé de forma significativa la cantidad de espermatozoides con el
acrosoma dafado, en cambio en la raza Saanen este efecto se observd de forma
menos marcada. Este efecto casi inmediato del agregado de plasma seminal en
ambas razas, no fue observado por otros autores (La Falci et al., 2002; Dominguez et
al., 2008; Bernardini, 2008) quienes necesitaron de mayor tiempo de accién del
plasma seminal para ver efectos. Si bien es cierto que transcurrieron al momento de
realizar las determinaciones al menos 15 min, es posible que este tiempo fuese
suficiente para ejercer efecto en algunos de los parametros observados pero no en

otros, como se manifiesta en el presente trabajo.

Esta informacion probaria que el agregado de plasma seminal de caprinos
posdescongelado seria capaz de neutralizar los cambios similares a la capacitacion
que sufren los espermatozoides criopreservados (Watson, 1995), como ocurre en
ovinos (Maxwell et al., 1999; Mortimer et al., 2004) donde ciertas proteinas del plasma
seminal son capaces de lograrlo. Existiria también la posibilidad de que algunas razas
o individuos tuvieran esta capacidad mas marcada que otros de la misma manera que
ocurre con la mayor o menor congelabilidad del semen que se observa entre razas e

individuos.
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Efecto del agregado de plasma seminal posdescongelado y de laraza sobre la
motilidad individual progresiva y el vigor evaluados después de dos horas de

cultivo a37° C.

Sobre la Motilidad Individual Progresiva, se observdé un efecto de interaccion
entre raza y agregado de ©plasma seminal sobre espermatozoides
congelados/descongelados de caprinos luego de 2 horas de incubacion en bafio maria
a 37° C. El aumento de motilidad individual progresiva observada en la raza Criollo
cuando se le agreg6 plasma seminal fue significativamente mayor que el observado en

la raza Saanen.

El efecto observado a tiempo 2 y la falta del mismo a tiempo 0, luego del agregado
de plasma seminal, es coincidente con lo observado por otros autores (La Falci et al.,
2002; Dominguez et al., 2008; Bernardini, 2008) y muestra que es necesario que pase
cierto tiempo para que la interaccion de las proteinas con los espermatozoides se
haga manifiesta. Esta observacién sin embargo, contradice lo observado por algunos
autores (Ritar; Salamon, 1991; Ritar; Ball, 1993; La Falci et al.,, 2002), quienes
encontraron que a medida que transcurria el tiempo de incubacién habia pérdida de
motilidad, justificando estas observaciones en la presencia y actividad de las enzimas
(Enzima coagulante de la yema de huevo-EYCE- y Fraccién glicoproteica del plasma
seminal-BUSgp60-) que interactlian con el plasma seminal, con efecto deletéreo sobre
los espermatozoides (La Falci et al., 2002; C; Ritar; Salamon, 1991; Ritar; Ball, 1993).

Es necesario aclarar que solo en el trabajo de La Falci et al. (2003) se realiz
agregado de plasma seminal luego del lavado de los eyaculados para eliminar el
plasma seminal, en cambio en los trabajos de Ritar; Salamon (1991) y Ritar; Ball
(1993) solo se realiz6 lavado del semen con el objetivo de extraer el plasma seminal.

Por otra parte existe una pérdida de motilidad y vigor, normal y natural en los
espermatozoides de todas las especies durante el transcurso del tiempo de incubacion
a 37° C como ya se mencionara anteriormente, lo que se busca demostrar en el

presente trabajo es el efecto diferencial de los tratamientos aplicados.

Coincidentemente con lo ocurrido con la motilidad individual progresiva, el vigor fue

significativamente mayor, después de dos horas de incubacion en la muestra
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coincubada con el plasma seminal en relaciéon con la muestra incubada sin plasma
seminal. A su vez, esta manifestacion también fue mas marcada en la raza Criollo con
respecto a la Saanen. En la raza Criollo, en donde este efecto parece mas marcado, el
plasma seminal seria capaz de neutralizar los cambios de tipo capacitacion que sufren
los espermatozoides criopreservados (Watson, 1995), como ocurre en ovinos (Maxwell
et al., 1999; Mortimer et al., 2004). Respecto de la raza Saanen, no fue observado este

efecto en la muestra con agregado de plasma seminal.

Por otro lado, si bien en este trabajo no se realizaron correlaciones entre variables,
se pudo observar a lo largo del mismo que tanto la motilidad individual progresiva

como el vigor se manifestaron de manera analoga.

Tanto en caprinos como en ovinos, los estudios sobre el efecto del plasma seminal
en el mejoramiento de la calidad esperméatica han tenido gran repercusion. Mientras
que en caprinos, los estudios se dirigieron al lavado del semen para la extraccion del
plasma seminal obteniendo como respuesta a esta manipulacion una mejora en la
crioconservacion (Corteel, 1974, 1975 y 1980; Ritar et al., 1982; Memon et al., 1985),
un increment6 en el porcentaje de espermatozoides matiles, no so6lo antes (Corteel,
1974) sino después del congelado (Corteel, 1974, 1975 y 1980; Ritar et al., 1982;
Memon et al., 1985), donde ademas mantuvo la integridad del acrosoma (Memon et
al., 1985). Mejoras, que como ya se mencionara en varias oportunidades, se debieron
a la extraccién con el plasma seminal de enzimas presentes en él (Roy, 1957,
Pellicier-Rubio et al., 1997 y 1998; Sias et al., 2005).

En cambio los estudios en ovinos, tuvieron una orientacién absolutamente opuesta,
es decir se trabajo sobre el agregado de plasma seminal al medio de conservacién o
descongelado, donde el efecto de esta manipulacion sobre espermatozoides frescos
(Ashworth et al., 1994), expuestos a choque térmico por frio (Barrios et al., 2000;
Barrios et al., 2005) y congelado/descongelado (Maxwell et al., 1999; Mortime;
Maxwell, 2004; Dominguez et al., 2007; 2008) mejoraron la motilidad, la viabilidad y el
estado del acrosoma de éstos. Mas recientemente se reporto la influencia de ciertos
componentes del plasma seminal con actividad decapacitante y estabilizante de la
membrana plasmaética (Ashworth et al., 1994) como asi también, de mejoras en la tasa
de prefiez en inseminacion artificial cervical con semen congelado/descongelado luego

del agregado de plasma seminal (Maxwell et al., 1999; McPhie et al., 2000).
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En el ovino, este efecto crioprotector del plasma seminal que se produce no sélo al
agregarlo en forma completo (Maxwell et al., 1999; Mortimer; Maxwell, 2004) sino
cuando se agregan algunas de sus fracciones (Barrios et al., 2000; 2003); tanto antes
(Barrios et al., 2005) como después de someter a los espermatozoide al estrés térmico
por frio (Barrios et al., 2000) es atribuida a la presencia de ciertas proteinas en el
plasma seminal (Barrios et al., 2000 y 2003; Bernardini, 2008; Dominguez et al., 2007,
2008) pero no deberia descartarse la participacion en este efecto de otras sustancias

gue componen tan compleja solucion.

En el presente estudio, la adicibn de plasma seminal a espermatoziodes
congelado/descongelado de macho caprino mejoro significativamente la motilidad y el
vigor luego de dos horas de incubacion a 37° C, no determindndose en este momento
su efecto sobre la integridad (espermatozoides vivos) ni la funcionalidad de la
membrana o el estado del acrosoma. Efecto que no fuera observado en semen de
caprinos congelado/descongelado luego del agregado de fracciones proteicas de

plasma seminal (La Falci et al., 2002).

Es llamativo y a la vez prometedor que se produjera esta mejora cuando es una
caracteristica que se pierde en presencia de plasma seminal (Corteel, 1974; 1975 y
1980; Ritar et al., 1982; Nunes et al., 1982; Memon et al., 1985) y que condujo a su
eliminacion previo al procesamiento. Por lo cual, no deberia descartarse en caprinos,
la presencia en el plasma seminal de sustancias (proteinas u otras) capaces de
neutralizar los cambios similares a la capacitacion que sufren los espermatozoides
criopreservados (Watson, 1995), como se describe para el ovino luego del agregado
del plasma seminal (Maxwell et al., 1999; Mortimer et al., 2004; Dominguez et al., 2007
y 2008; Bernardini, 2008).

Por lo tanto, como la motilidad espermatica puede considerarse no sélo como una
manifestacion de competencia funcional del espermatozoide (Scott, 2000) sino como
un indicador de la fertilidad masculina, por su importancia en la migracion espermatica
en el tracto genital femenino y en la interaccion gamética durante la fertilizacion
(Robayo et al., 2008). Es que estas caracteristicas adquieren mayor relevancia en
aquellas especies donde en la monta natural, el semen es depositado en fondo de

vagina y los espermatozoides deben progresar a través del mucus cervical para
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alcanzar el utero. Si bien existen otros factores involucrados en el transporte
espermético (actividad muscular de la vagina, cérvix y Utero, estructura del mucus
cervical, presencia de criptas cervicales, etc.), la ausencia de motilidad espermética no
le daria oportunidad al espermatozoide de alcanzar el sitio de fertilizacion en el

momento oportuno.

Cuando se aplican biotécnicas reproductivas, como la inseminacion artificial o la
fertilizacién in vitro, la importancia de la motilidad espermatica dependera de la técnica
a implementar como también de la especie animal destinada a tal fin. En lo que
respecta a la especie ovina, la motilidad espermatica pierde importancia cuando el
semen es depositado dentro del Gtero luego de emplear la técnica de inseminacion
artificial laparoscopica (Clifton, 1995; Maxwell et al., 1999; McPhie et al., 2000).

Sin embargo, como se comentara en la revision bibliogréfica, la aplicacion de esta
técnica a gran escala esta limitada por su costo y la necesidad de personal entrenado.
Por el contrario, cuando se emplea la IA cervical, la motilidad esperméatica es uno de

los principales factores que afectard el resultado reproductivo.

Como los resultados del presente estudio demostraron que la adicion de plasma
seminal al medio luego del descongelado mejord la motilidad y el vigor y si bien en
este estudio, la fertilidad de estos tratamientos no fue evaluada, esta mejora en la
motilidad podria favorecer la llegada de estos espermatozoides al sitio de fertilizacion
cuando son introducidos por la via cervical en cabras inseminadas, pudiendo de esta
manera incrementarse asi la tasa de prefiez como fuera observado en ovinos (Maxwell
et al., 1999; McPhie et al., 2000), logro que podria ser atribuido sobre todo a la mejora
de la motilidad espermética por efecto del agregado de plasma seminal.
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6. CONCLUSIONES

El semen caprino congelado en diluyente sin proteina animal no presenta mayor
calidad espermatica “in vitro” ni mayor fertilidad “in vivo”, que el semen congelado en

diluyentes conteniendo yema de huevo en su formulacion,

El semen caprino conservado en nitrégeno liquido durante los seis meses de
almacenamiento pierde algunas caracteristicas que hacen a su calidad. Mientras que
la motilidad y el vigor desmejoran, la funcionalidad de la membrana plasmatica, la
presencia de espermatozoides vivos, de espermatozoides sin alteraciones de

conformacion y con el acrosoma dafiado no se ven alteradas,

Luego de 15 minutos, el agregado de plasma seminal posdescongelado no altera el
patron de comportamiento de motilidad y vigor, sin embargo disminuye la cantidad de
espermatozoides vivos, desmejora la funcionalidad de la membrana plasmatica y
disminuye la presencia de espermatozoides con el acrosoma dafiado. En cambio, el
plasma seminal homodlogo de raza Criollo luego de 2 horas de incubacion a 37° C
mejora la motilidad y el vigor de los espermatozoides, mientras que en la raza Saanen

no produce mejora de estas caracteristicas.

La raza no tiene efecto sobre la calidad espermética “in vitro” del semen congelado-

descongelado.

6.1. RECOMENDACIONES A PARTIR DE LOS RESULTADOS

Experimento 1:

e Todo parece indicar que la alternativa mas apropiada para evitar
la interaccion del plasma seminal con la yema de huevo y posibilitar de esta
manera una mejor accion protectora de ésta sobre los espermatozoides, es

eliminar el plasma seminal por medio del lavado de los eyaculados,

e La menor sobrevida de espermatozoides en el tratamiento con
plasma seminal y bajo contenido de yema de huevo parece indicar que esta
baja proporcién del agente protector no seria suficiente para brindar una

proteccion adecuada a los espermatozoides o que aun con estas pequefias
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cantidades no se evitaria la interaccion del plasma seminal con la yema de

huevo o0 ambas en conjunto,

e Los medios comerciales con lecitina de soja fueron desarrollados
atendiendo las necesidades particulares de los espermatozoides bovinos,
comenzandose a utilizar en distintas especies con resultados variables. Es
posible que deban sufrir ajustes en su formulacién o en su forma de uso para

atender las particularidades de algunas especies, como es el caso del caprino,

e Quedaria aun por dilucidar si las alteraciones que provocan una
pérdida paulatina de la motilidad individual progresiva y del vigor espermatico
dentro de los 6 meses posteriores al congelado no tienen su ubicacién en las
mitocondrias alojadas en la pieza intermedia o en alteraciones en el sistema de
microtibulos de la cola del espermatozoide, que en ambos casos serian

capaces de producir esta manifestacion,

e Se desprende de la bibliografia consultada que la presencia del
plasma seminal tiene un comportamiento diferente en distintas razas. Se
deberia conocer también: 1) si este comportamiento se debe a una actividad o
concentracion diferente de las enzimas en cada una de ellas; 2) si su actividad,
como observaron La Falci et al. (2002), se ve afectada por las estaciones en
todas las razas o 3) si estos cambios en su actividad o concentracion pueden

variar con la dieta recibida por los animales,

Experimento 2:

e Con respecto al medio conteniendo lecitina de soja se deberian
continuar con nuevos estudios donde se varien las proporciones del contenido

en lecitina de soja en su formulacion,

e Deberian ser tenidos en cuenta, a la hora de planificar un
experimento de fertilidad “in vivo”, los factores que influyen en la manifestacion
final de la fertilidad a fin de evitar la manifestacién de otros efectos sobre esta

variable que lleven a conclusiones con un contenido de error en las mismas,
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Experimento 3:

e Se desprende de los resultados “in vitro” que el efecto del
agregado de plasma seminal poscongelado presenta un comportamiento
diferente en las razas evaluadas, informacién no encontrada en la bibliografia
consultada, por lo que seria necesario aportar informacion del comportamiento
de otras razas evaluadas simultdneamente, teniendo presente si factores como

la alimentacioén o la estacionalidad influyen sobre esta actividad,

e Incrementar los estudios a fin de determinar la/s sustancia/s
componentes del plasma seminal caprino responsable/s de mejorar la motilidad
y el vigor luego de dos horas de incubacién a 37° C y del agregado de plasma

seminal posdescongelado,

e Determinar por medio de la inseminacion por via cervical en
cabras si la mejora observada “in vitro” se traduce en una mejora de la tasa de
prefiez, como fuera observada en ovinos (Maxwell et al., 1999; McPhie et al.,
2000).
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8.-APENDICE

Apendice |

SOLUCIONES

1.1. Preparacion de la solucién de citrato de sodio 2,92%

La solucion de citrato de sodio se prepard el dia anterior a ser utilizada y se
descart6 el sobrante como se detalla a continuacion: se pesé 2,92 g de citrato de sodio
(Sodium Citrate® Mallincrodt 0754) mezclandose con agua ultra pura c.s.p. 100 ml
(Barnstead/ultraline®, modelo D 11931, USA). Una ves homogeneizada la solucién, se
filtrd utilizando un filtro para jeringa de 0,2 pm (Micro Clear® MC 030/02) a un
recipiente esterilizado donde permanecio en este recipiente en heladera a 4° C hasta

su utilizacion (Tabla XVII).

Tabla XVII: Componentes de la solucién de citrato de sodio 2,92%
Componente Cantidad (gr)

Citrato de Sodio (Sodium Citrate® Mallincrodt 0754) 2,92
Agua Ultra Pura (Barnstead/ultraline®, modelo D 11931, USA) | 100 ml (c.s.p.)

1.2. Preparacion de la coloracion supravital de eosina-nigrosina

Para la determinacién del porcentaje de espermatozoides vivos y muertos se utilizd

la coloracién supravital de eosina-nigrosina (2%) descripta por Watson (1990).

Se disolvié 2,94 g de Citrato de Sodio (Sodium Citrate® Mallincrodt 0754), 1 g de
eosina (Eosin Y disodium salt ® Sigma E-32617) y 2 g de nigrosina (Nigrosin water
soluble ® Sigma N4754) en 100 ml de agua ultra pura (Barnstead/ultraline®, modelo
D 11931, USA), en agitador mecanico a 30° C, se ajusta el pH a 6,75 con solucién
concentrada de acido citrico. Se deja reposar a 4° C por 24 h, se entibia a 20° C, se

mide y corrige nuevamente el pH si es necesario. Se deja reposar en heladera hasta
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que tome temperatura de 4° C y se filtra. Se debe conservar en heladera,

convenientemente envasada en frascos chicos y de vidrio opaco (Tabla XVIII).

Tabla XVIII: Componentes de la coloracion supravital de eosina-nigrosina (2%

Componente Cantidad (gr)
Citrato de Sodio (Sodium Citrate® Mallincrodt 0754) 2,94
Nigrosina (Nigrosin water soluble ® Sigma N4754) 2
Eosina (Eosin Y disodium salt ® Sigma E-32617) 1
Agua Ultra Pura (Barnstead/ultraline ®, modelo D 11931, USA) | 100 ml (c.s.p.)

1.3. Solucidn fisiol6gica formolada 1%

La preparacion de la solucion de dilucion para el conteo de espermatozoides se
logré mezclando 10 ml de solucion de formol al 38% (SIGMA® Formaldehyde solution
F8775) en 1000 ml de solucion fisiolégica de CINa 0,9%. La misma permanecio en

envase de vidrio a temperatura ambiente hasta su uso (Tabla XIX).

Tabla XIX: Componentes de la solucion formolada 1%

Componente Cantidad (ml)
Soluciéon de Formol al 38% (Formaldehyde solution ® SIGMA F8775) 1
Solucion fisiologica de CINa 0,9%. 1000

1.4. Preparacion de la solucién de Tris-Lavado

Siguiendo el protocolo de Cabrera et al. (2005) se utiliz6 como solucién de lavado
de los espermatozoides la solucién madre de TRIS preparada para la dilucion seminal,

sin agregarle glicerol ni yema de huevo.

La solucién se logré6 mezclando 2,422 g de TRIS (Trizma Base ® SIGMA T1410),
1,34 g de Acido Citrico (Citric acid monohydrate ® SIGMA C7129), 1,00 g de Fructosa
(D (-) Fructose ® SIGMA F3510), 100.000 Ul de Penicilina G ((Benzylpenicilin) Sodium
Salt ® SIGMA P3032), 100 mg de Estreptomicina (Estreptgomicyn sulfate Salt ®
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Sigma S9137) en c.s.p. 100 ml de Agua Ultra Pura (Barnstead/ultraline ®, modelo D
11931, USA) (Tabla XX).

Tabla XX: Componentes de la solucién de lavado de los espermatozoides (100 ml)

Componente Cantidad (gr)
TRIS [Hydroxymethil] Amino-Methane 99,9%] (Trizma Base ® SIGMA T1410) 2,422
Acido Citrico (Citric acid monohydrate ® SIGMA C7129) 1,34
Fructosa (D (-) Fructose ® SIGMA F3510) 1,00
Penicilina G ((Benzylpenicilin) Sodium Salt ® SIGMA P3032) 0,060
Estreptomicina (Estreptgomicyn sulfate Salt ® Sigma S9137) 0,100
Agua Ultra Pura (Barnstead/ultraline ®, modelo D 11931, USA) 100 ml (c.s.p.)

1.5. Preparacion de los diluyentes seminales

Se utilizaron tres diluyentes para congelacién de semen caprino. Dos diluyentes de
Tris, modificados de los utilizados por Islam et al. (2006) y un diluyente comercial

sintético libre de yema de huevo.

La solucién madre de ambos diluyentes de Tris se logr6 mezclando 2,422 g de
TRIS, 1,34 g de Acido Citrico, 1,00 g de Fructosa, 100.000 Ul de Penicilina G, 100 mg
de Estreptomicina y 5 ml de glicerol. La diferencia entre los diluyentes radic6 en el
contenido de yema de huevo, por lo tanto, en el caso de Tris con contenido de 2% de
yema de huevo, la formula se completé con el agregado de 2 ml de yema de huevo y
93 ml de agua ultra pura (Tabla XXI). En cambio, el diluyente de Tris con contenido de
12% de yema de huevo, la férmula se complet6 con el agregado de 12 ml de yema de

huevo y 83 ml de agua ultra pura (Tabla XXII).

El diluyente comercial sintético utilizado, Bioxcell® (IMV Technologies, Francia), se

constituyo segun las recomendaciones del fabricante (Tabla XXIII).
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Tabla XXI: Componentes del diluyente para congelacion Tris 2 % de yema de huevo

(100 mi)

Componente Cantidad (gr)

TRIS [Hydroxymethil] Amino-Methane 99,9%)] (Trizma Base ® SIGMA T1410) 2,422
Acido Citrico (Citric acid monohydrate ® SIGMA C7129) 1,34
Fructosa (D (-) Fructose ® SIGMA F3510) 1,00
Penicilina G ((Benzylpenicilin) Sodium Salt ® SIGMA P3032) 0,060
Estreptomicina (Estreptgomicyn sulfate Salt ® Sigma S9137) 0,100
Glicerol 99% (Glycerol ® Sigma G2025) 5 ml
Yema de huevo 2ml
Agua Ultra Pura (Barnstead/ultraline ®, modelo D 11931, USA) 93 ml

Tabla XXII: Componentes del diluyente para congelacion Tris 12 % de yema de

huevo (100 ml)

Componente Cantidad (gr)
TRIS [Hydroxymethil] Amino-Methane 99,9%)] (Trizma Base ® SIGMA T1410) 2,422
Acido Citrico (Citric acid monohydrate ® SIGMA C7129) 1,34
Fructosa (D (-) Fructose ® SIGMA F3510) 1,00
Penicilina G ((Benzylpenicilin) Sodium Salt ® SIGMA P3032) 0,060
Estreptomicina (Estreptgomicyn sulfate Salt ® Sigma S9137) 0,100
Glicerol 99% (Glycerol ® Sigma G2025) 5 ml
Yema de huevo 12 ml
Agua Ultra Pura (Barnstead/ultraline ®, modelo D 11931, USA) 83 ml

Tabla XXIIl: Componentes del diluyente para congelacion Bioxcell® (1200 ml)

Componente Cantidad (ml)
Bioxcell QSF® (IMV Technologies, Francia 006584) 20
Agua Ultra Pura (Barnstead/ultraline ®, modelo D 11931, USA) 80
1.6. PREPARACION DE LA SOLUCION DE ENDOSMOSIS O

HIPOOSMOTICA Y SOLUCION DE HOS STOP

La solucién de Hos Test se constituyd siguiendo el protocolo de
(2002).

Paulenz et al.




168

La misma se logré mezclando 0,49 g de citrato de sodio y 0,90 g de fructosa en 100
ml de agua ultra pura. Se controlaba la osmolaridad (varié entre 98 y 105 mOsm/L) y si
era necesario se ajusto el pH entre 6,8-7,1 con solucion concentrada de &cido citrico.
Una vez homogeneizada la solucion se filtr6 a un recipiente esterilizado a través de
filtro para jeringa de 0,2 um (Micro Clear® MC 030/02), permaneciendo en este

recipiente en heladera a 4° C hasta su utilizacion (Tabla XXIV).

Tabla XXIV: Componentes de la solucion de endésmosis o hipoosmotica

Componente Cantidad (gr)
Citrato de Sodio (Sodium Citrate® Mallincrodt 0754) 0,49
Fructosa (D (-) Fructose ® SIGMA F3510) 0,90

Agua Ultra Pura (Barnstead/ultraline®, modelo D 11931, USA) 100 ml (c.s.p.)

La solucién para estabilizar las membranas o solucion Hos stop se constituy6
agregando a un ml de la soluciébn hipoosmética madre el 3% de formol al 38%
(SIGMA® Formaldehyde solution F8775). La misma permanecid en ependorff en
heladera a 5° C hasta su uso (Tabla XXV).

Tabla XXV: Componentes de la solucién de Hos Formol 3%

Componente Cantidad (ml)

Solucion de Hos Test 1

Solucion de Formol al 38% (Formaldehyde solution ® SIGMA F8775) 3ul
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LECITINA DE SOJA, DE YEMA DE HUEVO Y FOSFOLIPASAS

- Lecitina de huevo y lecitina de soja:
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Como la mayoria de los autores se refieren a la “lecitina” como un compuesto en

singular, es la denominacion que predomina. Pero técnicamente, deberia emplearse el

plural “lecitinas”, ya que se trata de un conjunto de compuestos y no uno solo de ellos.

Las lecitinas, componen la fraccion fosfatidica de los lipidos de la yema de huevo y

aceites de numerosas semillas vegetales (ej.: soja). El término “lecitina” es utilizado

también como sin6nimo de “fosfatidilcolina”, la fraccion fosfatidica mas importante

aislada de la yema de huevo y la soja (Rossi, 2007). El cuadro XXVI muestra la

composicion de fosfolipidos encontrada en las lecitinas de dos de las fuentes mas

importantes, la yema de huevo y la soja (Tabla XXVI).

Tabla XXVI: Composicion relativa (%) de fosfolipidos encontrada en las
lecitinas de la yema de huevo y la soja (a Kuksis, 1985 y b Weber 1985, citados por

Rossi, 2007; Wabel, 1998).

%

Componente Yema de Huevo a | Sojab
Fosfatidilcolina 66-76 33
Fosfatidiletanolamina 15-24 14,1
Fosfatidilserina 1 0,4
Fosfatidilinosito - 16,8
Acido Fosfatidico - 6,4
Lisofosfatidilcolina 3-6 0,9
Lisofosfatidiletanolamina 3-6 0,2
Esfingomielina 3-6 -

La estructura del glicerofosfolipido es como se muestra a continuacion (Figura XIX),

donde en el carbono 3, éste se une a una “BASE”, normalmente un alcohol, la cabeza

polar (hidrofilica) de los fosfolipidos, en los R; y R, se enlazan los acidos grasos.
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Figura XIX: Estructura basica de los glicerofosfolipidos (Wabel, 1998; Valdés
Rodriguez et al., 2002; De Maria et al., 2007; Rossi, 2007).

(o] (o] o c R 1
(2)
Ry c o] C—H o
(3) (4)
c o P (e} c BASE

OH

El alcohol que se une a la “BASE” es el que define el nombre del fosfolipido, por Ej.:
si se une a una colina el fosfolipido se llamara fosfatidilcolina o lisofosfatidilcolina; si se
une una etanolamina el fosfolipido se Illamara fosfatidiletanolamina o
lisofosfatidiletanolamina o si se une a un inositol el fosfolipido se llamara
fosfatidilinositol (Rossi, 2007).

Pero lo que diferencia la composicién del fosfolipido que encontramos en la yema
de huevo o en la soja son los acidos grasos que se unen a los carbonos 1y 2 por un
enlace éster (R; y R,) por €j.: normalmente en la posicion R; se une un acido graso
saturado (palmitico o estearico), en cambio en la posicibn R, se encuentra
normalmente un acido graso insaturado (oleico, linoleico, linolénico, araquidoénico;
Rossi, 2007).

Considerando la composicién relativa de acidos grasos en los fosfolipidos
constitutivos de la yema de huevo y de la soja, el largo de cadena dominante en
ambas lecitinas son los de 16 y 18 carbonos (Tabla XXVII; Palacios; Wang, 2005;
Rossi, 2007).



yema de huevo y de la soja (Wabel, 1998; Palacios et al., 2005).
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Tabla XXVII: Composicion relativa de acidos grasos en los fosfolipidos de la

%
Fosfolipidos | Palmitico | Estearico | Oleico | Linoleico | Linolénico | Araquidénico
(C16:0) (C18:0) | (C18:1) | (C18:2) (C18:3) (C20:4)
Fosfatidilcolina 11,2 11,9 8,6 58,6 9,9 -
Soja Fosfatld!l- 16,0 8,3 6,8 57,3 11,7 -
etanolamina
Fosfatidilinositol 22,2 19,3 6,1 43,4 9,3 -
Fosfatidilcolina | 31,6-43,6 | 11,6-17,3 | 27,5- 5,3-16,2 0,1-1.0 2,7-4,3
Yema 31,4
hl?:vo Fosfatidil- 16,7-33,4 | 24,3-31,5 | 15,0- 5,4-11,2 - 12,5-15,8
etanolamina 276

- Fosfolipasas:

Las fosfolipasa son un grupo de enzimas muy distribuidas en la naturaleza y los
organismos superiores las utilizan en un sinniUmero de reacciones. Existen dos
grandes clases de fosfolipasas A, (FLA2), las fosfolipasa A, intracelulares o
citosolicas, de peso molecular elevado (40 a 85 KDa) y las fosfolipasa A, de secrecion,
de peso molecular bajo (13 a 18 KDa) (Valdés Rodriguez et al., 2002; De Maria et al.,
2007). Esta clasificacion y el peso molecular caracteristico para cada clase de
fosfolipasa A,, coincide con la fosfolipasa A, descripta en el caprino cuyo origen es la
glandula bulbouretral (Pellecir-Rubio et al., 1997 y 1998, Sias et al., 2005).

Las fosfolipasas reaccionan con los glicerofosfolipidos, hidrolizando los grupos acilo
esterificados en las posiciones sn-1 (Fosfolipasa A;) y sn-2 (Fosfolipasa A,) (Figura
XX; Valdés Rodriguez, et al., 2002; De Maria et al., 2007). Aunque, la mayoria de los
estudios sobre fosfolipasa han sido realizados utilizando como sustrato la 3-sn-
fosfatidilcolina (lecitina), otras fosfolipidasas responden de modo similar si las

condiciones de hidrdlisis se ajustan a las necesidades de la reaccion.

Como muestra la Figura XX, se puede observar que estas enzimas hidrolizan las
cuatro funciones éster sefialadas en la misma (1, 2, 3 y 4). A esta capacidad de
hidrolizar estos enlaces éster, le deben su nombre: “Fosfolipasa” y segun sobre cual

de estos enlaces éster actlan, sera su denominacion en A;, A,; C o D.
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Figura XX: Accién de las fosfolipasas sobre la estructura de los fosfolipidos
(Wabel, 1998; Valdés Rodriguez et al., 2002; De Maria et al., 2007).
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Algunas de las caracteristicas que son comunes a todas Fosfolipasas A, son la
gran homologia estructural y su gran selectividad catalitica (Valdez Rodriguez et al.,
2002). En particular las fosfolipasas A, secretorias, como es el caso de la observada
en el plasma seminal caprino, muestran una selectividad en ascenso gradual por el
grupo polar en posicién sn-3 del glicerol: fosfatidil glicerol > fosfatidil etanolamina >
fosfatidil colina, lo que pone de manifiesto que al parecer no tiene especificidad por el

enlace sn-2 pudiendo actuar sobre ambos enlaces (Valdez Rodriguez et al., 2002).

Otra caracteristica de las fosfolipasas A, secretorias es su actividad preferencial
sobre los fosfolipidos de las membranas plasméticas, especialmente por los ubicados
en la hemicapa interna de la membrana. Particularmente activo sobre la fosfatidil
etanolamina, la fosfatidil serina y el fosfatidil glicerol, en cambio es poco activo sobre la
fosfatidil colina (Valdez Rodriguez et al., 2002). Teniendo presente esto, es posible
gue la pérdida de asimetria de las hemicapas de la membrana plasmatica del
espermatozoide, que ocurren durante algunos de los procesos para su conservacion
(refrigeracién, congelado y descongelado) desencadene la actividad de la fosfolipasa

A, secretoria del plasma seminal caprino.

Por lo tanto, de la accion hidrolitica de la fosfolipasa A, se originan un lisofosfolipido
libre, un acido graso libre y un compuesto glicerofosforilado (Wabel, 1998; Valdés
Rodriguez et al., 2002; De Maria et al., 2007). Estos productos de la degradacion del

fosfolipido son mas solubles en agua que el producto original (Wabel, 1998, De maria
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et al., 2007). El lisofosfolipido es el compuesto toxico de esta degradacion (Wabel,
1998; De Maria et al., 2007).

Por su parte, los lisofosfolipidos 6 lisofosfolipasas tienen una especificidad muy
pronunciada por el enlace sn-1 y catalizan la hidrdlisis de los acidos grasos de los
sustratos en el siguiente orden: oleico > estearico > palmitico > miristico (Valdez
Rodriguez et al., 2002), casi todos presentes en la composicion relativa de acidos
grasos que conforman los fosfolipidos o lecitinas, tanto de la yema de huevo como de
la soja. Presencia que juntamente con la fosfolipasa A,, incrementaria los efectos

nocivos sobre los espermatozoides.
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