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Volver a: Inseminacion artificial en cria y tambo

RESUMEN

Considerando el disimil manejo al que las dosis son sometidas durante el descongelado y antes de la insemi-
nacion, el objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto que estos cambios producen sobre distintas carac-
teristicas morfoldgicas y funcionales de los espermatozoides afectando la calidad del semen a inseminar. Se utili-
zaron muestras de un toro Holando Argentino, procesadas y congeladas en pajuelas de 0,5 cc utilizando un dilu-
yente semidefinido. El andlisis de la motilidad se realiz6 mediante el uso de Sperm Vision, la funcionalidad de la
membrana plasmatica mediante una prueba HOST Yy la integridad del acrosoma bajo microscopio de contraste de
fases. Los cambios de protocolo que llevaron a una calidad no aceptable para inseminar (segin normas 1SO 9002)
se refirieron a cambios bruscos de temperatura de descongelado y del tiempo de inmersion, asi como demoras en
efectivizar la inseminacién una vez descongelada la dosis y en retirar la pajuela del termo de nitrégeno. Esta mis-
ma situacion se evidencio al analizar la funcionalidad de la membrana plasmatica. La integridad del acrosoma fue
mayor al descongelar utilizando temperaturas altas (55, 75y 95°C).
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INTRODUCCION

La inseminacidn artificial (IA) es la biotecnologia reproductiva mas antigua y mas difundida en la especie
bovina, es asi que el conocimiento de la fertilidad o la capacidad fecundante de cada toro se convierte en uno de
los principales objetivos en la produccion de semen bovino. Resulta entonces, indispensable que el semen utiliza-
do mantenga su capacidad de fertilizacion después del proceso de congelado-descongelado.

La capacidad de los espermatozoides de fecundar el oocito y posteriormente de garantizar el desarrollo em-
brionario guarda relacién con parametros diversos como motilidad, metabolismo celular, integridad del acrosoma,
integridad y funcionalidad de la membrana plasmatica, integridad del ADN®*2-8,

La evaluacion de la motilidad, caracteristica de fundamental importancia en el momento de la penetracion del
6vulo, junto a la velocidad y al tipo de trayectoria de los espermatozoides se realiza de rutina al averiguar la cali-
dad del semen. Los avances en electronica y computacion de los Gltimos afios permitieron que su evaluacion pue-
da realizarse hoy de un modo méas objetivo y sistematico mediante la utilizacion de un analizador seminal compu-
tarizado (CASA: Computer Assisted Semen Analysis), si se lo compara con las técnicas realizadas a microscopio
6ptico?. Este sistema también permite realizar sobre las mismas muestras, una evaluacion de la morfologia esper-
matica calculando no sélo el porcentaje de células anormales totales sino también discriminadas por tipo de defec-
to presente. La valoracion de la integridad funcional de la membrana plasmatica puede ser ficilmente determinada
usando el test de endésmosis o hiposmético (HOST: Hypoosmotic Swelling Test). Este tltimo se basa en la semi-
permeabilidad de la membrana al estar intacta y bioquimicamente activa, la cual absorbe agua cuando es expuesta
a una solucion hiposmotica generando en los espermatozoides cambios morfoldgicos facilmente detectables®*2-2,

Para que el espermatozoide penetre la zona pelucida del ovocito es necesario que ocurra la liberacion de las
enzimas hidroliticas contenidas en el acrosoma. Diversas técnicas permiten realizar la valoracion de esta estructu-
ra, a tal fin la observacion bajo microscopio de contraste de fase es habitualmente utilizada en laboratorios como
practica de rutina dando cuenta del porcentaje de espermatozoides que mantienen su capacidad fecundante.
El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar los cambios morfoldgicos y funcionales que sufren los espermato-
zoides modificando consecuentemente la calidad del semen a inseminar.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 162 muestras de semen de un toro Holando Argentino, de 1000 kg de peso, de fertilidad conoci-
da y cuyos eyaculados fueran obtenidos por medio de vagina artificial. Luego de realizar la evaluacion del semen
en fresco (macroscdpica y microscépicamente), las muestras clasificadas como aptas para congelar fueron proce-
sadas y envasadas automaticamente en pajuelas de 0,5 cc utilizando un diluyente semidefinido: Andromed, Mi-
nitub Alemania y a una concentracion espermatica minima de 30 millones de espermatozoides por dosis. Las do-
sis fueron congeladas y almacenadas en tanques de nitrégeno liquido a -196°C. El toro es propiedad de la Coope-
rativa de Inseminacion Artificial de Venado Tuerto (CIAVT) y los procedimientos y analisis mencionados fueron
realizados en dicho establecimiento con personal técnico del lugar.

En la Tabla 1 se indican los 54 protocolos de descongelado que fueron probados y cada uno de ellos fue repe-
tido tres veces (3 pajuelas/ protocolo). Los mismos reflejan modificaciones del protocolo tradicional ocurridas a
campo, por ejemplo, variaciones en la temperatura de descongelado, el tiempo en que la pajuela esta en inmersion
en dicho bafio o cuando una vez descongelada la dosis, debe esperarse un tiempo antes de efectivizar la insemina-
cién. Cada dosis descongelada se depositd en un eppendorf y se fracciono en tres alicuotas: una se desting al ana-
lisis de la motilidad, otra para HOST, y una tercera para integridad del acrosoma.

Tabla 1. Listado de protocolos de descongelado analizados
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Motilidad, progresion y vigor de los espermatozoides
Se utiliz6 un sistema computarizado: Sperm Vision (Minitlb, Alemania), con cdmara Leja de 2 pl y analizan-
do 10 campos microscépicos. Este procedimiento se repitio tres veces por cada protocolo probado.
Los parametros C.A.S.A. (Computer Assisted Semen Analysis) medidos fueron:
¢ Porcentaje de espermatozoides motiles (MOT): porcentaje de células que tienen movimiento.
¢ Porcentaje de espermatozoides progresivos (PRO): porcentaje de células que siendo mdtiles, describen un
desplazamiento hacia delante.
Concentracion de espermatozoides progresivos por dosis ([Jprog/dosis): expresada en millones.
¢ Velocidad curvolineal (VCL): velocidad calculada sobre el camino real del espermatozoide entre dos puntos
de su trayectoria, expresada en micrones por segundo. Describe la motilidad real de los espermatozoides

(Figura 1).

<

STR=VSL x 100
VAP

LIN = VSL x 100
VCL )
VCL __ VAP ... VSL

P, y P, puntos de la trayectoria

Adaptado de HTM-IVOS Software Guide, 2002

Figural. Razones entre las velocidades de los espermatozoides

¢ Velocidad lineal (VSL): velocidad del espermatozoide sobre una linea recta entre dos puntos medida en mi-
crones por segundo (Figura 1).

¢ Velocidad promedio en su trayectoria (VAP): velocidad promedio del espermatozoide sobre el camino real
del espermatozoide expresada en micrones por segundo (Figura 1).

¢ Linealidad (LIN= (VSL/VCL)*100): desviacion de la velocidad del camino real a la velocidad en linea recta
expresada en porcentaje.

¢ Rectilineidad (STR= (VSL/VAP)*100): desviacion de la velocidad promedio a la velocidad en linea recta
expresada en porcentaje.

¢ Amplitud lateral de la cabeza (ALH): distancia promedio del desplazamiento de la cabeza desde la posicion
media del camino, expresada en micrones.

¢ Frecuencia de batido (BCF): frecuencia de corte de los movimientos laterales de la cabeza del espermatozoi-
de, expresada en Hertz (Hz).

¢ Distancia en el camino promedio (DAP): distancia promedio expresada en micrones por segundos.

¢ Distancia en linea curva (DCL): distancia recorrida calculada sobre el camino real del espermatozoide y ex-
presada en micrones por segundo.

¢ Distancia en linea recta (DSL): distancia recorrida calculada sobre la linea recta que une el punto inicial con el
final de la trayectoria, expresada en micrones por segundo.
Los pardmetros VCL, ALH y BCF se consideraron medidas que reflejan el vigor de los espermatozoides, y

los parametros VSL, STR y LIN la progresividad, segun la categorizacion realizada por Cancel et al. (2000).

Funcionalidad de la membrana plasmatica o integridad celular

Se incub6 el semen durante 60 minutos en una solucién hipoosmoética de fructosa y citrato de sodio a 100
mOsm/L en un bafio Maria termoestable a 37°C. Para el analisis se realizaron tres lecturas por muestra desconge-
lada observando 200 espermatozoides cada vez, y utilizando un microscopio 6ptico a 1000 aumentos. Los esper-
matozoides con cola enrollada totalmente, parcialmente, o simplemente acodada se consideraron vivos (reaccio-
nados) y el resultado final se expresé porcentualmente (HOST). En cada muestra seminal debid observarse un
minimo de 40% de reaccionados para considerarla adecuada.

Integridad del acrosoma
Para la evaluacion se coloco una gota de semen sobre un portaobjetos y al lado una gota similar de glutaral-
dehido al 0,2% diluido con buffer fosfato salino. Se realizaron tres lecturas por cada pajuela descongelada utili-
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zando un microscopio de contraste de fase (1000X) y contando en cada extendido 100 espermatozoides. Para ello
la muestra de semen se fijé con glutaraldehido al 2%. El defecto pudo ser la falta total del capuchon acrosémico o
su pérdida en distintas proporciones. El resultado final se expres6 en porcentaje e indica la proporcion de acroso-
mas dafiados (AD), no méas del 50% de los espermatozoides debieron presentar acrosomas dafiados para que la
dosis sea considerada de calidad.

Anélisis realizados

Se estimaron los promedios y errores estandar de las variables MOT, PRO, []prog/ dosis, VCL, VSL, VAP,
LIN, STR, ALH, BCF, DAP, DCL, DSL, HOST, AD, ANORM. Se probo si existian diferencias significativas
entre los protocolos mediante la aplicacion de analisis de la variancia a un criterio de clasificacion y pruebas de
comparaciones multiples HSD de Turkey-Kramer. Se calcularon coeficientes de Pearson a los efectos de estable-
cer relaciones entre las variables estudiadas. Todos los andlisis estadisticos fueron realizados utilizando el pro-
grama JMP en su version 5.0 para Windows (JMP®, 2003).

RESULTADOS

Motilidad, progresion y vigor de los espermatozoides (Parametros CASA)

Los promedios y errores estandar para cada una de las variables analizadas en funcion de los cambios de tem-
peratura propuestos se muestran en la Tabla 2. Las diferencias significativas (p<0,05) surgieron sobre los parame-
tros MOT, PRO, [Jprog/dosis, VCL, VAP, VSL, DCL, DAP, DSL al comparar las temperaturas de 21°C, 75°C y
95°C con respecto a 35°C, 37°C y 40°C.

Tabla 2. Comparacion de distintas temperaturas del bafio para descongelado de la dosis

Tarimeros 21" 35°C arc 40°C 33°C 7a°C 95"
Evaluados XN+t ES N+ES X+ ES X+ES N+ES X +ES X +ES
MOT 4526 % 1.75b 56,07 £ 1,18 61,53+ 0,542 665,32 £ 0,03a 33,33 £ 0,50b 547 = 0,05b 4343 + 0,08b
TRO 43,064 1.73b 35,17 ¢ 1,18a 39,60 + 0,662 63,63+ 0,502 30,33 £ 0,08b 4,74 + 0,10b 40,69 £ 0,10b
[ 1progfdosis 6,332 0,31k 7004 0,36 2,00 £ 0,962 5414 0,102 344+ 0,10b 0,44 + 0,01k 5,57 £ 0.03a
DCL 73,54 + 1,84b 83,32 + 0,76a 82,024 1,12a 90,62 4 0.07a B0,88 £ 0,132 61.73 £ 1,01b 77,02 £ 0,06
DAP 29,01 % 0,11b 41,21 % 1,082 42,16 £ 0,5% 45,134 1,002 4445 £ 0,51a 26,53 £ 0,78b 34,04 + 0,74b
DSL 29,01+ 0.78b 34,83+ 1,082 36,23+ 0432 38,98 + 0.652 39,32 £ 0,89 20,23 £ 1,00b 28,27 £ 0,67b
VCL 163,75 + 3.04b 189,39+ 1,52a 189,94 + 2,500 206,80 £ 1,002 180,30 + 0,902 130,00 £ 0,58k 177,102 0,512
VAT 22,27 % 3,02k 93.95 + 1,382 9533+ 1,162 103,60+ 0,732 09,38 + 0,202 56,07 + 0.43b 79,76 £ 0,03
VEL 64,96 + 1,70k B0,03 £ 1,98 84,06 1 1,082 89,71 & 0.0da 88,00 £ 0,092 42,90 £ 0,85b 64,17 = 0,09b
LIN 0,39 4 0.00a 04240,01a 043+ 0,012 0.43 + 0,002 0,428 + 0,002 0,33 + 0.01b 0,36 £ 0.00a
STR 0,83 0,00k 0,84 4 0,012 0,88+ 0,012 0,86 & 0,002 0,88 £ 0,002 0,76 = 0,00k 0,80 £ 0.01a
BCF 24,22 4 0,30k 29,17 + 1,092 30,36+ 1,282 22,214 0.34a 26,39 + 0,102 23,62 + 0,85 23,14 £ 1,002
ADH 5,04 % 0,092 3,10 0.22a 3,00 % 0,202 3,614 0,27 4,86 £ 0,61a 4,22 £ 0,90 5,39 £ 0402
AD 41,42 + 0,06b A7.B6 42,73 38,60 % 0,672 36,38 4 0,082 2800 + 1,00 26,00 £ 0,67 27,00 £ 0,89
HOST 39,57 + 2,32b 37,334 1,622 3900+ 0,032 36,704 u66a 39,23+ 0.51b 37,50 = 0,90k 35,71 £ 0,03k
ANORM 14,66 + 2,242 13,28+ 2,04a 11,36 1.76a 19.72 4 0,09 18,22 & 0,042 1940 + 0,152 21,31 £ (0,65
Driferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,03)

Considerando como protocolo base a 37°C/1' y modificando Unicamente el tiempo transcurrido desde el mo-
mento de retirar la pajuela del termo de nitrégeno hasta depositarla en el bafio de descongelacion, las diferencias
significativas (p<0,05) se observaron al extender este tiempo por mas de 1'. Una demora en esta etapa del proceso
de descongelacion llevo a un deterioro de los siguientes parametros: MOT, PRO, []prog/dosis, DCL, DSL, VCL,
VAP y BCF (Tabla 3).
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Tabla 3. Comparacién de distintos tiempos desde retirar la pajuela del termo de nitrégeno
hasta depositarla en el bafio de descongelado

I"ard metros 47 RN 1’ 5
evaluados Xz ES X1 S L B XS
MOT 57.80 1 4,52a 60,83 & 0,05 57,82 ¢ 0080 36,27 + 0,21k
PRO 5552 2 4,0la 5796 & 0,00 43,63 £ 0010 3503 2 0,50k
[ Ipropfdosis 927 1 2,30 750 4 0,000 Gl 2 0,05 3,14 ¢ 0,28b
DL 24,81 1 2,30k 22,00 1 0,00k 93,50 0,100 7338 £4,57h
DAT 42,75 2 0,Bda 47,84 & 0,10 AT A7 £ 0030 41,161 2, 16a
5L 41,24 1 1,32 42,09 & 0,072 41,36 + 0,10ak 3781 2 I,7EL
VEL 194,490 & <400 200,10+ 101a 211,80 1 0,093 167,05 1 4,65D
VAP 9830 2 1,47 108,40 + 0.51a 102,00 1+ 0,083 9383 + 2,10b
V5L 3340 4 1,730 95,51 & 063 04,15 & L0]a B4,84 1 291a
LIN 0,42 1 0,004 045 1 0,00a 0.4 = 0,00 Oyi3 ¢ 0,00
STR 0,851 0,31a 088 1 0,01 0,87 = 0,00 0,86 & 0,00
RCE 2743 1 0,12h 32,61 = 0,830 30,18 + 0,72h 3443 1 1,540
ALH 5,40 1 0,021 5,311 0,03b 545 = 0,08 5.37 £ 003
Al 33,60 1+ 0,98 39,00 & 0,002 38,60 & 0670 33,50 1 0,50a
HOST 59,00 2 0,03a 58,00 £ 0,082 50,00 + 0,07h 50,00 + 0,500
ANORM 1156 2 1,76 10,89 « 1.092 11,00 ¢ 098 10,76 1 1,39
Diferentes letras en la misima il indican diferencias signifeativas (p<0,05)

En cambio, al mantener este tiempo en 4" y la temperatura en 37°C y variando el tiempo de inmersion de las
pajuelas se observo que las diferencias significativas (p<0,05) surgieron sobre MOT, PRO y DCL. Estos parame-

tros sufrieron una disminucién cuando el tiempo utilizado fue menor a 45" o0 mayor a 1' (Tabla 4).

Tabla 4. Comparacion de tiempos de inmersion de la pajuela en el bafio de descongelacion a 37°C

Parimetros 15" 3o 45" 1 5 o
evaluados
X+ ES X+ ES X+ ES X+ ES X+ ES X+ ES

MOT 47,88 = 1,08k 35,02 £ 0,00¢ 56,43  0,01a 53,94 + 0,26 43,10 £ 0,02k 47,30 £ 2,19k
PRO 46,14 £ L3dabs 33,83 £ 0,07 52,95 £ 0,30a 50,50 £ L00a 43,90 £ 0,60akc 44,50 £ 1,69h

[ lprog/dasis 3,68 + 0,30a 3,84 £ 0,00a 6,72 +0,91a 6,49 + 0,39 3,80 £ 0,032 5,84 + 0,8%
DCL 72,90 £ 0,60k 78,45 £ 0,30ab 107,46 £ 0,10a 78,89 £ 8,2% 67,40 £ 0,15k 77,10 + 3,80ab
DA 3793 £ 0,63a 39,96 +0,71a 41,34 + 0,34a 40,35 £3.25% 36,10 £ 0,86a 38,66+ 0,7
DSL 32,712 101a 34,61 0,082 34,99 20,132 34,49 + 2,69 32,00 £ 0,03 328120,91a
VCL 164,80 £ L30a 179,40 £ 0,03a 202,20 £ 1,01a 179,15 £ 9,65a 154,30 £ 0,09 173,25 £ 7.25a
VAP 86,20 £ 2,90a 0L6T £0,17a 96,56 + 0,93a 91,94 £ 7.84a L0 £ 0,7 8731+ 1,57a
VSL 74,32 £3,53a 79,23 +0,71a 81,42 £ 0,632 78,37 £ 6,537a 72,10 £ 0,493 74,32 £ 1,62a
LIN 0,43 + 0,03a 0,44 + 0,00a 0,40 + 0,00a 0,46 + 0,06 0,50 + 0,032 0,41 +0,01a
STR 0,88 £ 0,01a 0,86+ 0,05a 0,64 £ 0,09h 0,87 £ 0,08a 0,90 £ 0,02a 0,82 + 0,03a
BCE 27,36+ 0,06a 28,58 = 0,06 26,77 2 0,13a 27,97 £0,42a 28,24 £ 0,74a 28,24 + 0,74a
ADH 4,58 2 0,01a 4,59 0,09 551x0,11a 479 2 0,5% 4,00 20,132 4,61 £0,11a
AD 38,50 £ 0,50a 39,00 £0,11a 38,00 + 3,00a 33,60 £0,98a 46,00 £0,14a 3650 £ 1,50a
HOST 41,50 + 5,50b 52,00 + 3,01a 50,50 + 1,43a 58,00 + 1,6Fa 43,50 + 2,04b 41,00 £ 0,99b
ANORM 13,38 + 1,10a 18,52 £ 0,46 8,97 £ 0,56a 1,21 +2,12a 19,23 +0,9% 14,70 £ 1,97a

Diferentes letras en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05)

Si luego de realizar el descongelado de una dosis utilizando un protocolo de 4" 37°C/1', ésta queda expuesta
por el término de 20" a temperatura ambiente media de 22°C y 9°C la calidad seminal se deteriora significativa-
mente (p< 0,05). Los cambios se observaron en relacion a MOT, PRO, []Jprog/dosis y BCF (Tabla 5).
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Tabla 5. Comparacidn de distintos tratamientos de la pajuela luego de ser descongelada.

Farimetros 3 ATCF 2P0 Y ATCH G2
evaluados R Xz ES XN ES
MOT 61,533 £ 0,542 4504 = 0,990 49,38 1 3.01b
PRO 59,60 + 0,664 43,21 1 1,28b 46,83 2 2,38D
[ |prog/dosis B.00 2 096 505 40,250 5.1 + 0,38b
DCL 8202+ [ 8470 + 3,21 83505 £ 1.84a
DAl 42,06 £ 0,55 41,74 1 1,5% 41,14 = 1,68
[SL 306,22 1 0,450 3560 1 1,58 34,71 2 2,08
VI 189,94 « 2,509 192,00 « 5.88a 19304 & 5.21a
VAL 08,30 + 147 90,33 + 0,08 39,83 + 4.05
Vsl 340+ |73 7592 1 066 73.36 £ 5,07a
LIM QA2 e i1 1a 041 + 0,02 0,38 + 0.0
5TR 084 & 0,000 085 + 000 081 4+ 002
BCEF 2743+ 0,120 29,87 + 0.5 23,015 2 0. 20c
AL 3,40 £ 0,02 503+ 0,292 S0d 2 0,16a
Al 20,60 2+ 0.98h 42,00 1 2,12 41,20 1 1,1 1a
HOST 5900 + 0,0% 42,25 1+ 0.85h 40,00 2 0,320
ANORM 1156 + 1.76a 14,56 + 1.30a 13.80 « 1.1%
Lilerentes levrs en b misma Gl indican diferencias significatvas (p<0,03)

El protocolo que result6 en una calidad de semen significativamente menor fue 75°C/9" mientras que la mejor
calidad result6 al usar indistintamente los protocolos de, 35°C o0 37°C/30"-1"' y 40°C/30". Las diferencias de cali-
dad se encontraron en los siguientes parametros: MOT, VAP, VSL, VCL, DCL, DCP y DLC.

Teniendo en cuenta los parametros establecidos por las normas ISO 9002 (un minimo de 30% de espermato-
zoides progresivos y 6 millones de progresivos por dosis) para garantizar la calidad del semen bovino descongela-
do, se diferenciaron dos grupos de protocolos. Los que permitieron obtener una calidad final del semen aceptable
para inseminar (grupo CA) y aquellos que no lo permitieron (grupo CNA o de calidad no aceptable para insemi-
nar) (Tabla 6). Las modificaciones que llevan a no superar el examen de calidad se refirieron, fundamentalmente,
a los cambios bruscos de temperatura para descongelar, demorar la inseminacion una vez que la dosis fue descon-
gelada, y extender el tiempo transcurrido al retirar la pajuela del termo de nitrégeno o al modificar en extremo el
tiempo de inmersion para descongelar.
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Tabla 6. Listado de protocolos de descongelado analizados
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Dentro del grupo CA los parametros MOT, PRO y []prog/dosis mostraron una significativa correlacion
(p<0,01) con HOST (r=0,32; r=0,32; r=0,06 respectivamente) con las tres medidas de velocidad (VCL, VAP,
VSL), y a su vez estos tres pardmetros estuvieron significativamente correlacionados con HOST. Lo dicho no se
mantuvo al analizar las muestras de semen pertenecientes al grupo CNA. Una correlacion negativa altamente sig-
nificativa (p<0,001) se encontro entre LIN y REC con ALH, para ambos grupos.

Funcionalidad de la membrana plasmatica o integridad celular

El porcentaje de espermatozoides reaccionados disminuy6 significativamente (p>0,05) cuando el tiempo uti-
lizado para pasar la dosis del termo de nitrégeno al bafio de descongelado fue de 1' o de 5' (Tabla 2). Esta misma
situacion se evidencié cuando la temperatura de descongelado fue de 21, 55, 75 y 95°C (Tabla 3) y cuando al
mantener esta temperatura en 37°C, el tiempo de exposicion fue de 15", 5' 0 10" (Tabla 4). Las variaciones sefiala-
das de estos dos pardmetros fueron también significativas al demorar la inseminacion provocando exposicion de
las dosis a temperatura ambiente (22°C y 9°C) por el término de 20' (Tabla 5).

Integridad del acrosoma

Dentro de las temperaturas probadas para descongelar las dosis, se observé que el porcentaje de espermato-
zoides con acrosoma dafiado fue similar al utilizar temperaturas de 35°C, 37°C y 40°C. Cuando las temperaturas
estuvieron por encima de estas (55°C, 75°C y 95°C), el porcentaje de acrosomas dafiados se redujo de manera
significativa (p<0,05) (Tabla 2).

No se observaron diferencias significativas frente a las modificaciones del tiempo implementado en retirar la
pajuela del termo de nitrogeno, asi como al variar el tiempo de inmersién en el bafio para descongelar (Tablas 3y
4).
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Si después de descongelar la pajuela, la misma es expuesta a temperatura ambiente (22°C y 9°C) por un
tiempo de 20', el porcentaje de acrosomas dafiados se incrementd significativamente (p<0,05) (Tabla 5).

DISCUSION

Durante el proceso de descongelado de una pajuela, los espermatozoides se encuentran una vez mas, luego
del proceso de criopreservacion, sometidos a una accion perjudicial, hecho que repercute sobre la capacidad fe-
cundante del semen que sera utilizado en inseminacion artificial®.

El empleo de semen congelado supone un analisis del semen fresco a fin de evaluar las caracteristicas del
eyaculado que determinan si el mismo se ajusta a ser congelado. Posteriormente, previo a que la partida de semen
sea definitivamente almacenada, se realiza otra evaluacion para conocer si una dosis al ser descongelada resulta
con una calidad"aceptable" para su comercializacion segun las caracteristicas minimas establecidas por normas
ISO. En el presente trabajo, bien se utilizé un Unico toro y esto puede ser discutido puesto que numerosos son los
investigadores que demostraron la variabilidad entre animales y también entre eyaculados de un mismo animal,
nosotros decidimos tomar como punto de partida, justamente el expuesto anteriormente, una dosis que comerciali-
za un centro de inseminacién con calidad de aceptable segln los parametros requeridos. Y desde aqui, se simula-
ron variaciones de cada paso del protocolo de descongelado y después de esto se demora en ejecutar la insemina-
cion, a fin de conocer puntualmente que caracteristicas de los espermatozoides se ven mas afectadas en cada caso,
y si estos desmanejos ocurrieran a campo, tener asi mas elementos para poder tomar la decision si se insemina o
no con dicha dosis.

El control de la temperatura y el tiempo de exposicion del bafio de descongelado resultaron de vital importan-
cia para mantener las caracteristicas estructurales y funcionales intactas en la mayor cantidad posible de esperma-
tozoides. Las temperaturas extremas (21°C por 5 minutos, 75°C por 9 segundos y 95°C por 7 segundos), tuvieron
un efecto detrimental significativo sobre los espermatozoides matiles progresivos, la velocidad, la distancia reco-
rrida a lo largo de la trayectoria de desplazamiento y sobre el porcentaje de espermios con una membrana funcio-
nalmente activa. Si, las temperaturas mas elevadas permitieron reducir significativamente el porcentaje de esper-
matozoides con acrosomas dafiados (Tabla 2), caracteristica comprometida directamente con el proceso de pene-
tracion al oocito. Esto ltimo también fue comprobado por otros autores, los que observaron que por cada 20°C de
aumento en la temperatura de descongelacion (35, 55, 75 y 95°C) la retencion acrosomal se incrementaba entre el
4,4y 6,6% 19; 23. Las altas temperaturas, en general, se relacionan favorablemente con la calidad del semen ob-
tenido al descongelar, mas aun cuando las temperaturas son extremadamente elevadas como 115 y 135°C. Sin
embargo, controlar tales temperaturas a campo y ademas teniendo en cuenta que los tiempos de inmersion son
muy breves, es practicamente inviable. Esta situacién hace que el beneficio de las temperaturas elevadas (mayor
retencion de acrosomas) se diluya, motivo por el cual no resulta aconsejable adoptar a campo este tipo de protoco-
los 10.

Los protocolos con temperaturas intermedias entre las minimas y maximas probadas (35°C, 37°C y 40°C) re-
sultaron en una calidad superadora cuando se complementaron con tiempos no menores a 30 segundos y o mayo-
res a un minuto.

Se consider6 a 37°C como temperatura estandar por dos razones, una porque fue la temperatura intermedia
dentro del grupo que permitio obtener una calidad seminal comercialmente aceptable, y otra, porque coincide con
la temperatura corporal del tracto reproductivo de la hembra donde la dosis sera depositada. Situacion que permite
evitar cambios bruscos de temperatura que deterioren la calidad del semen a inseminar. Ademas, los resultados
demostraron que el tiempo que la pajuela debe estar sumergida debera ser entre 45 segundos y un minuto, por
debajo o encima de estos tiempos los espermatozoides métiles y progresivos disminuyeron significativamente
(Tabla 4). Decuadro-Hansen (2010) y Pace et al. (1981) compararon la fertilidad, medida como tasa de no retorno
a los 60-90 dias, obtenida al utilizar semen descongelado a 37°C con distintos tiempos de inmersion en el bafio.
En ambos casos los mejores resultados se obtuvieron al extender el tiempo en que la pajuela se sumerge en el agua
caliente entre 30 y 60 segundos.

Si en cambio, el tiempo que lleva retirar la pajuela del nitrégeno se extiende por un plazo superior a un minu-
to, ademés de las variables antes mencionadas se deteriora también la funcionalidad de la membrana plasmatica,
la velocidad (VAP y VCL), la distancia, la frecuencia de cabeceo y amplitud del desplazamiento de la cabeza
(Tabla 3). En este sentido, Garcia Guerra et al. (2008) al evaluar mediante el sistema CASA el efecto de la expo-
sicion de semen congelado al ambiente por distintos tiempos, encontraron diferencias significativas en exposicio-
nes mayor a 30 segundos (también descongelando a 37°C por un minuto) y los pardmetros que disminuyeron fue-
ron el porcentaje de espermatozoides matiles y progresivos, no encontrando diferencias para de velocidad, distan-
cia y cabeceo. También, Dejarnette et al. (2000) demostraron que los cambios deletéreos que pueden sufrir los
espermatozoides en el proceso previo al descongelado, son seriamente negativos y superan en sus efectos dafinos
a los perjuicios ocasionados por los cambios del protocolo de descongelado.
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Una vez que la dosis fue descongelada, esta debera ser inseminada inmediatamente cuidando que no sufra
cambios bruscos de temperatura. Ocasionalmente, puede darse la situacion de tener la pajuela descongelada, lista
para aplicar pero causas diversas pueden demorar dicha accion, por ejemplo por unos 20 minutos, exponiendo la
pajuela a temperatura ambiente (22°C y 9°C como promedios para la primavera y el otofio) (Tabla 5). Frente a
esta situacion nuestros resultados demuestran que tales desmanejos generan cambios detrimentales en la calidad
de los espermatozoides afectando parametros que hacen referencia a la funcionalidad de la membrana celular y del
acrosoma, motilidad, progresion y frecuencia de batido de los espermatozoides.

Investigaciones anteriores corroboraron que cualquier variacién de la temperatura post-descongelacion resulta
dafiino para los espermatozoides, independientemente de la temperatura a la que se descongel6 (5°C o 35°C), de
la velocidad de calentamiento y de si estos cambios se producen inmediatamente o luego de unos minutos de la
descongelacién. Ademas, comprobaron que la fertilidad (tasa de no retorno) fue significativamente mayor cuando
las dosis descongeladas fueron inseminadas sin demoras evitando el efecto ambiente sobre ellas-%-21-22,

Finalmente la relacién encontrada entre las variables estudiadas en este trabajo fue similar a lo comentado por
Kathiravan et al. (2008), asi la correlacion positiva entre los parametros de velocidad y la motilidad progresiva
indican que los espermatozoides con una ruta de avance en linea recta pueden cubrir una mayor distancia en me-
nor tiempo; la correlacion positiva entre HOST y motilidad progresiva demuestra que los espermatozoides que
cuentan con una membrana plasmatica intacta y biogquimicamente activa lograran una motilidad progresiva mayor.
Sin embargo la relacion entre los parametros de velocidad y HOST pone al descubierto que el avance o progresion
en la trayectoria también depende de la funcionalidad de las mitocondrias alimentando energéticamente al flagelo.

Otros autores también han demostrado que las caracteristicas evaluadas sobre los espermatozoides guardan
relacién con la tasa de fertilizacién o con parametros de fertilidad. Kathiravan et al. (2008) al analizar la relacién
entre los diferentes parametros CASA y la fertilizacion in vitro, observaron que la motilidad progresiva contribu-
y6 en un 62,6% a la variacion del porcentaje de fertilizacion obtenido. Si ademas de estas variables se considera la
velocidad (VAP y VSL) y HOST puede explicarse el 66,1% de la variacion encontrada en el porcentaje de fertili-
zacion. Suleyman et al. (2008) demostraron que los defectos de acrosoma y otros defectos morfoldgicos fueron
significativamente menores en un grupo de toros de alta fertilidad comparados con los de baja fertilidad. Contrario
a estos resultados, Andersson et al. (1988) no observaron correlacion entre dafio acrosomal y fertilidad. Por otra
parte, Correa et al. (1997) comunicaron una baja integridad de dicha estructura en toros de alta tasa de fecundidad
en comparacion con los de baja fertilidad.

Se recomienda no exponer la pajuela a temperatura ambiente, mas alla del tiempo estrictamente necesario pa-
ra retirarla del termo y depositarla en el bafio de descongelado, utilizar temperaturas de descongelacién que vayan
entre los 35 y 40°C por 30 a 60 segundos, debiendo inseminar inmediatamente o conservar la dosis descongelada
sin que sufra cambios bruscos de temperatura.
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