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SUMMARY

Cryopreservation of sperm is important to preserve the germplasm from animals of genetic value, which can die unexpectedly. This study compares
conventional and automated methods of cryopreservation of spermatozoa obtained from the epididymis of bulls post-mortem. Twenty-two epididymides
were obtained from a commercial slaughterhouse. Spermatozoa were collected from the tail of the epididymis using the retrograde flow technique. Thus, the
samples, which were diluted in 10 ml of extender without glycerol (Botubov®1, Botupharma, Botucatu, SP, Brazil), were evaluated on motility, sperm vigor,
structural and functional (swelling hypoosmotic test) membrane integrity, mitochondrial activity, sperm viability and ADN fragmentation. The samples
were divided into two aliquots and diluted in extender with glycerol (Botubov® II, Botupharma, Botucatu, SP, Brazil) at a concentration of 50x10° motile
sperm/0.5 French straws. One sample was frozen by the conventional method (4 hours at 5°C, in a refrigerator and 20 min in nitrogen vapor) and the other
by the automated method (Cryogen® Dualflex, Neovet, Uberaba, MG, Brazil). The parameters were higher in all the tests of fresh sperm samples, with the
exception of the swelling hypoosmotic test, which showed no significant difference when the results were compared with sperm frozen by the conventional
method. The average motility of fresh spermatozoa was 74%, and conventional and automated averages were 29 and 25%, respectively. Therefore, although
cryopreservation techniques reduce sperm quality parameters, the viability of the sperm is maintained, and these methods can be used to preserve sperm.

Key words: sperm, frozen-sperm, bull, epididymis.

RESUMEN

La criopreservacién de espermatozoides es importante para la preservacion del germoplasma masculino de animales de valor zootécnico que
pueden morir inesperadamente. Este estudio compara los métodos de criopreservacion convencional y automatizado de espermatozoides colectados
de la cola del epididimo de toros post mortem. Fueron utilizados 22 epididimos, colectados en una planta faenadora. Los espermatozoides fueron
colectados con la técnica de flujo retrogrado utilizando medio diluyente sin crioprotector (Botubov®I, Botupharma. Botucatu, SP, Brasil), fueron
analizados en cuanto a la motilidad, vigor, integridad estructural y funcional de la membrana plasmatica, viabilidad, actividad mitocondrial e integridad
del ADN. Los espermatozoides fueron separados en dos muestras y diluidos en medio con crioprotector (Botubov®II, Botupharma. Botucatu, SP,
Brasil), fueron envasados en pajillas francesas, conteniendo 50x10° espermatozoides méviles por pajilla. Las pajillas fueron congeladas por los
métodos convencional (4 °C, durante 4 horas, en nevera doméstica y 20 minutos por encima de la superficie liquida conteniendo nitrégeno liquido)
y automatizado (Cryogen®,Neovet, Uberaba, MG, Brasil). Las muestras de espermatozoides frescos presentaron resultados superiores en todos los
pardmetros realizados comparados con los métodos de congelacién convencional y automatizado, con excepcién de los pardmetros hipoosméticos,
donde las muestras de espermatozoides frescos no tuvieron alteraciones significativas comparadas con las muestras de espermatozoides criopreservados
por el método convencional. La motilidad media de espermatozoides frescos fue de 74%, y de 29 y 25% con los métodos convencional y automatizado
respectivamente. Asi, aunque las técnicas de criopreservacion reducen los pardmetros de calidad espermdtica, se mantiene la viabilidad de los
espermatozoides, pudiendo ser utilizada para la preservacion espermatica.

Palabras clave: espermatozoide, congelacion, bovino, epididimo.

INTRODUCCION vacion del germoplasma masculino por tiempo indeter-
minado. Esta biotecnologia, cuando se asocia a la insemi-

La criopreservacién de semen es una importante bio- nacidn artificial, representa un mecanismo eficiente para
tecnologia reproductiva, que busca promover la conser- la promocién y difusiéon de material genético de exce-
lente calidad. La criopreservacién de semen proporciona

Aceptado: 29.08.2013. una economia para el productor, al reducir los costos de
*  fafesouza@fmvz.unesp.br alimentacion y transporte de los reproductores, asi como
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los riesgos de transmision de enfermedades sexualmente
transmisibles (Castelo y col 2008).

Cuando un toro muere inesperadamente, su material
genético se pierde. Una forma de preservar el germoplas-
ma de estos animales es la colecta de espermatozoides del
epididimo (Martins y col 2007). Este procedimiento post
mortem es considerado una importante herramienta en la
utilizacién de espermatozoides de animales en peligro de
extincion (Lambrechts y col 1999). Los espermatozoides
colectados del epididimo pueden ser criopreservados o
utilizados de inmediato en la fecundacion in vitro (Mar-
tins y col 2007) o en la inyeccion intracitoplasmatica en
los o6citos (James y col 2002).

Castro y col (2009) estudiaron la viabilidad de esper-
matozoides de toros colectados del epididimo, refrigera-
dos a 4 °C, 24 horas después del sacrificio y encontraron
resultados similares al de semen eyaculado. El promedio
de la motilidad y del vigor espermético fue 60,2% y 3,1
respectivamente. El nimero promedio de espermatozoides
colectados de la cola de los epididimos fue de 1,7 x 10°,
siendo el minimo de 0,26 x 10° y el maximo de 4,2 x 10°.
En cuanto a la morfologia se obtuvo un promedio de 68,9%
de espermatozoides normales, siendo el minimo de 31,5%
y el maximo de 89,3%, donde la mayoria de los defectos
fueron gotas citoplasmadticas distales. Aunque no era el ob-
jetivo del estudio, los autores congelaron los espermato-
zoides obtenidos de los 4 epididimos (2 toros), siendo que
en 2 epididimos los espermatozoides fueron colectados a
las 6 horas y los dos restantes, a las 24 horas del sacrificio.
En este andlisis, los espermatozoides congelados 6 horas
después del sacrificio se mantuvieron viables después de la
descongelacién (motilidad y vigor espermatico de 50% y 3
respectivamente). Sin embargo, para los espermatozoides
colectados 24 horas después del sacrificio los resultados
fueron inferiores, con una motilidad de 10% y vigor 1.

De esta forma la utilizacién de espermatozoides conge-
lados, provenientes del eyaculado o del epididimo, es indis-
pensable para un buen programa de inseminacion artificial,
ya que la manipulacién de espermatozoides frescos o conge-
lados otorga una viabilidad corta del material. El objetivo de
congelar células espermaéticas es la produccién de un banco
de las mismas, teniendo a disposicién un material sin plazo
de vencimiento, potencializando la eficiencia de la reproduc-
cién animal (Amirat y col 2004). Sin embargo, el proceso
de criopreservacion resulta en la disminucion de la fertilidad
cuando se compara con semen fresco (Gonzalez 2004).

Una de las cuestiones importantes relacionadas con la
eficiencia de las técnicas de criopreservacion es la velo-
cidad de reduccién de la temperatura durante el congela-
miento. El tipo de curva utilizada durante la congelacién
tiene influencia directa en el grado de las lesiones celula-
res, debido a procesos de deshidratacion y formacién de
cristales de hielo intracelulares (Moore y col 2006).

Existen basicamente dos métodos de congelacién de
semen, el convencional y el automatizado. En el método
convencional las pajillas son acomodadas en una gradilla
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de metal y refrigeradas a 4 °C, durante 4 horas, en una
nevera doméstica. Luego de este periodo, la gradilla de
metal con las pajillas, es transferida para una caja de po-
liestireno, conteniendo nitrégeno liquido y acomodadas
6 cm por encima de la superficie liquida durante 20 mi-
nutos. Finalmente, las pajillas son inmersas en nitrégeno
liquido y, posteriormente, almacenadas en un termo de
nitrégeno. Por el método automatizado, luego del envase,
las pajillas son refrigeradas y congeladas utilizando un
equipo congelador de semen automatico con un protoco-
lo estandar segiin recomendaciones del fabricante. Luego
de la congelacion las pajillas son almacenadas en el ter-
mo de nitrégeno liquido (Vasconcelos-Filho 2010).

Generalmente, los técnicos de campo utilizan el méto-
do convencional de congelacién, utilizando materiales sim-
ples como la nevera de la propiedad, para realizar la curva
de enfriamiento, y la congelacién en la caja de poliestireno
con nitrégeno liquido. Esta técnica ha demostrado ser via-
ble, aunque la estandarizacion de las curvas de enfriamien-
to y congelacién son imprecisas, toda vez que dependen
de la calidad del material utilizado, como sellamiento de
la nevera, tamafio de la caja de poliestireno y el nivel de
nitrégeno. De esta manera, se han desarrollado sistemas
electrénicos automatizados portatiles, de bajo costo para el
control de las curvas de congelacion del semen (Gonzalez
2004). La estandarizacion de la curva de enfriamiento y de
congelacién parece ser una ventaja sobre la otra técnica,
ya que durante la técnica manual esa estandarizacion es
dificil, ya que depende de la calidad del material utiliza-
do y existe el riesgo de una posible falla humana; ademas,
la practicidad de tener todas las etapas controladas por un
aparato constituye otra ventaja (Vasconcelos-Filho 2010).

Gonzidlez (2004) no observ diferencia significativa
entre las técnicas de congelacion de semen convencional y
la automatizada para los test de motilidad, vigor e integri-
dad de membrana plasmatica acrosomal y mitocondrial.
Entre tanto Vasconcelos-Filho (2010) obtuvo mejores re-
sultados después de la crioconservacién utilizando la téc-
nica automatizada de congelacién para motilidad y vigor.

Considerando la importancia de la criopreservacion
de espermatozoides para la reproduccién y la escasez de
trabajos que comparan las técnicas de criopreservacion
convencional y automatizada de células espermaéticas de
bovinos se propone evaluar los efectos del método de
criopreservacion (convencional versus automatizado) so-
bre la viabilidad de los espermatozoides colectados del
epididimo de toros post mortem.

MATERIAL Y METODOS
ASPECTOS ETICOS

El estudio fue realizado de acuerdo con los criterios éti-
cos, después de la aprobacién del Comité de Etica de la Uni-
versidad de Franca en la Utilizacién de Animales (CEUA),
bajo el nimero 026/10 el 09 de septiembre de 2010.



MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron 11 pares de epididimos (22 epididimos)
de toros, colectados en la planta faenadora. Los testicu-
los fueron colectados a través de la seccion del cordén
espermatico, tinica vaginal y tinica albuginea. Después,
fueron colocados en bolsas plésticas, almacenados en
una caja térmica, manteniéndolos a una temperatura de
37°C y trasladados por 10 minutos hasta el Laboratorio
de Reproduccion Animal.

EXTRACCION DE ESPERMATOZOIDES DEL
EPIDIDIMO

Las piezas fueron retiradas de la caja térmica, lavadas
con solucidn fisiolégica y la cola del epididimo aislada
del testiculo y del tejido conectivo adyacente. Luego, la
cola del epididimo fue secada con una gasa estéril y los
espermatozoides fueron colectados con la técnica de flu-
jo retrégrado (Garde y col 1994, Martinez-Pastor y col
2006). Esta técnica consiste en pasar un catéter n° 20 por
el ducto deferente, el cual es conectado a una jeringa de
10 mL, conteniendo medio diluyente a base de TRIS-
yema de huevo, sin crioprotector'. Luego, se procedié al
lavado de la cola del epididimo, hasta que todo el conte-
nido de la jeringa extravasoé la parte final del mismo; fi-
nalmente la muestra fue depositada en una placa de Petri
sobre una superficie previamente calentada.

ANALISIS ESPERMATICO

Después de la colecta, los espermatozoides fueron
analizados en cuanto a motilidad, vigor, concentracion,
integridad del ADN, integridad estructural y funcional
de la membrana plasmatica (prueba hipoosmética), via-
bilidad espermadtica (coloracion con eosina/nigrosina) y
actividad mitocondrial.

Para la evaluacion de motilidad y vigor, una alicuota
espermatica fue depositada sobre una ldmina previamen-
te calentada, recubierta por un cubreobjetos y observada
en un microscopio de contraste de fase?, con el objetivo
de 100X. La motilidad se caracterizé por la presencia de
movimientos rectilineos y fue dada en porcentaje (0 a
100 %). El vigor espermatico fue caracterizado de acuer-
do con la intensidad de los movimientos espermaticos
seglin una puntuaciéonde 0, 1, 2, 3,4y 5.

La concentracién espermética fue evaluada luego de
la dilucién de 1:20 de los espermatozoides en solucion
formol-salina. Los espermatozoides diluidos fueron colo-
cados en la cdmara de Neubauer y las células fueron con-
tadas en un microscopio de contraste de fase?, con objeti-
vo de 400X. El valor obtenido fue dado en millones/mL.

' Botubov®, Botupharma. Botucatu, SP, Brasil

2 Bioval, L1000, China

ESPERMATOZOIDE, CONGELACION, BOVINO, EPIDIDIMO

La integridad del ADN fue valorada utilizindose
la coloracion con acridine orange®, segin el método de
Thuwanut y col (2008). Fueron analizadas 200 células,
siendo consideradas con el ADN integro (ADN inacti-
vo - cinta doble) las coloreadas en verde fluorescente, en
cuanto los espermatozoides con ADN anormal (ADN des-
naturalizado) estaban coloreados en un espectro que varié
de amarillo-verdoso a rojo. Los resultados fueron presen-
tados en porcentaje de espermatozoides con ADN integro.

La integridad estructural de la membrana fue evalua-
da por la coloracién con sondas fluorescentes (diacetato
de 6-carboxifluoresceina* y yoduro de propidio®), la cual
fue realizada de acuerdo con la técnica descrita por Ha-
rrison y Vickers (1990). Fueron contadas 200 células, de
las cuales fueron consideradas con la membrana integra,
aquellas coloreadas en verde y con la membrana lesiona-
da, las coloreadas en rojo, o rojo y verde. Los resultados
fueron presentados en porcentaje de espermatozoides
con membrana integra (de color verde).

La integridad funcional de la membrana fue evaluada
por el pardmetro hipoosmético segtn la técnica descri-
ta por Jeyendran y col (1984), utilizando una solucién
hipoosmética de 150 mOsmol. Fueron contadas 200 cé-
lulas espermadticas, en varios campos de la ldmina, es-
cogidos aleatoriamente, siendo considerados espermato-
zoides con integridad funcional de la membrana aquellos
que presentaron edema, evidenciado por el enrollamiento
de la cola. Los resultados fueron presentados en porcen-
taje de espermatozoides con integridad funcional de la
membrana (cola enrollada en el test).

La viabilidad espermadtica fue evaluada utilizando
una solucién de eosina/nigrosina preparada segtin Barth
y Oko (1989). Un frotis fue preparado con una alicuota
de 5 pL de la solucién y la misma cantidad espermatica.
Después de secar al aire, la lamina fue analizada, con-
tandose 200 células en microscopio 6ptico? (400X), se
consideraron células con la membrana lesionada aquellas
coloreadas en rosa. Los resultados fueron presentados en
porcentaje de espermatozoides viables (espermatozoides
no coloreados de rosa).

La actividad mitocondrial fue evaluada por el méto-
do descrito por Hrudka (1987) y Cavalcante y col (2005).
Las laminas fueron evaluadas en microscopio de contraste
de fase* con objetivo de 1000X. Fueron contadas 200 cé-
lulas, las cuales fueron clasificadas en cuatro categorias,
siendo categoria 1- la mayoria de las mitocondrias esta-
ban activas, en las cuales la envoltura mitocondrial tenia
apariencia de un cilindro compacto y prominente; cate-
goria 2- envoltura mitocondrial fragmentada, conteniendo

3 Acridine Orange Base, ref. 235474, Sigma-Aldrich®, Munich,
Germany

+  6-Carboxyfluorescein diacetate, ref. C5041, Sigma-Aldrich®, Mu-
nich, Germany

> Propidium iodide, ref. P4170, Sigma-Aldrich®, Munich, Germany
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segmentos activos e inactivos con predominancia de los
activos; categoria 3- menos de la mitad de la envoltura
mitocondrial estaba activa, con pocas mitocondrias acti-
vas dispersas; categorias 4- envoltura completamente in-
activa. El indice de actividad mitocondrial fue encontrado
luego de la multiplicacién del niimero de espermatozoides
en cada categoria, por su factor de correccion, siendo la
categoria 1, multiplicada por el factor de correccion 1,0;
categoria 2, factor de correccion 0,5; categoria 3: factor
de correccion 0,25 y categoria 4: factor de correccion 0.

CONGELACION'Y DESCONGELACION ESPERMATICA

Después del andlisis, el contenido espermatico fue se-
parado en dos muestras, que fueron destinadas a conge-
lacién por el método convencional y el automatizado. A
partir de la concentracién espermatica de la muestra co-
lectada, la cantidad de diluyente fue calculada en ml. El
contenido espermatico fue diluido en un medio que conte-
nia aproximadamente 4% de glicerol® en la solucién final.
Después de la dilucién, las muestras fueron envasadas, a
temperatura ambiente de 25 °C, en pajillas francesas de 0,5
ml, conteniendo 50x10° espermatozoides méviles/pajilla.

Las pajillas fueron congeladas por los métodos con-
vencional y automatizado. En el método convencional las
pajillas fueron acomodadas en una canastilla de metal y
refrigeradas a 4 °C, durante 4 horas, en nevera doméstica.
Luego de este periodo, la canastilla de metal, con las paji-
llas, fueron transferidas para una caja de poliestireno, con-
teniendo nitrégeno liquido y acomodadas 6 cm por encima
de la superficie liquida, durante 20 minutos. Finalmente,
las pajillas fueron inmersas en nitrégeno liquido y, poste-
riormente, almacenadas en un termo de nitrégeno liquido.

Por el método automatizado, luego del envase, las pa-
jillas fueron refrigeradas utilizando un equipo congelador
de semen automatico’ y protocolo estdndar para semen
bovino, segin recomendaciones del fabricante. El proto-
colo de este método utiliza la tasa de refrigeracion lenta
de -0,25 °C/minuto, temperatura de equilibrio de 5 °C,
tiempo de equilibrio de 180 minutos, tasa de congelacion
lenta de -5 °C/minuto y temperatura final de congelacion
de -100 °C. Luego de la congelacion las pajillas fueron
almacenadas en el termo de nitrégeno liquido.

Las pajillas de ambos grupos fueron descongeladas a
37 °C en bafio Marfa, durante 30 segundos, para evalua-
cion de células pos-congelacion.

ANALISIS ESTADISTICO
Para la descripcién de los datos fueron utilizados el

promedio y la desviacién estandar de cada grupo estudia-
do. Todos los datos fueron evaluados para la normalidad

¢ Botubov®,Botupharma, Botucatu, SP, Brasil

7 Cryogen®,Neovet, Uberaba, MG, Brasil
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por el test de Shapiro-Wilk. Las variables que no pasaron
en el test de normalidad (datos no paramétricos) fueron
evaluados por el test de ANOVA on Ranks. Las variables
que pasaron el test de normalidad (datos paramétricos)
fueron evaluadas por el test One Way ANOVA. Se verifi-
¢6 la correlacion por el método de Pearson, entre la mo-
tilidad espermaética y el indice de actividad mitocondrial
en las muestra de espermatozoides frescos y congelados
por el método tradicional y automatizado. Se utilizé el
Software SigmaStat for Windows Version 11.0. Los datos
obtenidos de cada toro y entre los toros fueron compara-
dos, antes e después de la congelacion espermadtica. El
nivel de significancia fue considerado P < 0,05.

RESULTADOS

Las muestras de espermatozoides frescos presenta-
ron resultados superiores (P < 0,05) en los parametros
evaluados de motilidad, vigor, integridad del ADN, in-
tegridad estructural de la membrana plasmatica (fluores-
cencia), viabilidad espermatica (coloracién con eosina/
nigrosina) y actividad mitocondrial cuando comparados
a los métodos de congelacién convencional y automati-
zado. Para el pardmetro de integridad estructural de la
membrana plasmatica (hiposmotica) las muestras de
espermatozoides frescos no tuvieron alteraciones signi-
ficativas cuando comparadas con muestras de espermato-
zoides congeladas por el método convencional. Por otro
lado, las muestras de espermatozoides frescos tuvieron
alteraciones significativas al compararlas con el método
automatizado. En todos los pardmetros realizados, las
muestras de espermatozoides congelados por el método
convencional y automatizado no presentaron diferencias
significativas cuando comparadas entre si (Tabla 1).

Fue verificada una correlacién positiva (r = 0,65
P = 0,03) entre el indice de actividad mitocondrial y la
motilidad espermatica después del descongelamiento
solo en las muestras sometidas al método de congelacién
tradicional. No fue observada ninguna correlacién para
los mismos pardmetros en las muestras de espermatozoi-
des frescos o congelados por el método automatizado.

DISCUSION

La cola del epididimo es uno de los principales luga-
res de almacenamiento de los espermatozoides antes de
la eyaculacion, permitiendo que estas células permanez-
can viables y méviles por varias semanas (Reyes-Moreno
y col 2002). La cola del epididimo es capaz de acumu-
lar un nimero suficiente de espermatozoides para varias
eyaculaciones (Sostaric y col 2008), lo que torna a este
lugar una fuente de germoplasma, aun poco explorada
comercialmente en el toro.

En bovinos, existen pocos estudios sobre la colecta,
criopreservaciéon y/o inseminacién artificial utilizando
espermatozoides de la cola del epididimo (Barker 1954,



Tabla 1. Pardmetros de calidad espermadtica (media + SD) en muestras colectadas del epididimo de 11 toros antes y después de la

congelacién por los métodos convencional y automatizado.

Sperm quality parameters (mean + SD) in samples collected from epididymides of 11 bulls before and after freezing by conventional and

automated methods.

ESPERMATOZOIDE, CONGELACION, BOVINO, EPIDIDIMO

Pardmetro Espermatozoides frescos Congelacién Congelacién
convencional automatizada
Motilidad (%) 74,5 £5,2* 29,5 + 14,9° 25,5+ 12,1°
Vigor (0 a 5) 35+0,5* 2,1 +0,8° 2,0 +0,6°
Concentracion total (x107) 2,1 1,7 -k -k
Integridad del DNA (%) 99,2 +0,9° 93,1 +6,1° 92,4 +13,1°
Integridad estructural de la membrana (%) 77,7 + 10,7¢ 63,1 +13,6° 69,2 + 16,4°
Integridad funcional de la membrana (%) 69,7 +9,2° 60,2 + 10,0 59,6 + 11,4°
Viabilidad espermatica (%) 69,4 + 10,7 539+ 11,8 52,7 +9,0°
Actividad mitocondrial
Categoria 1 97,6 + 36,9 24,7 £23,7° 32,7 +32,1°
Categoria 2 60,5 + 32,6 139,6 +21,5° 117,8 +24,9¢
Categoria 3 24,9 +16,5° 30,2 + 19,0 44,7 £ 19,7°
Categoria 4 16,9 + 9,42 5,5+6,5° 47 +7,1°
Indice actividad mitocondrial 67,1 £9,3* 51,0 +7,9° 51,4 +10,5°

Valores con diferente superindice dentro de la misma fila difieren estadisticamente (P < 0,05).
*Después del anlisis, los espermatozoides frescos fueron envasados en pajillas con una concentracién estandar de 50x 10 espermatozoides méviles por

pajilla y congelados posteriormente.

Igboeli y Foote 1968, Martins y col 2007, Castro y col
2009, Martins y col 2009, Barbosa y col 2011), teniendo
en cuenta que en algunas situaciones, esta puede ser la tl-
tima oportunidad para la preservacién de los gametos de
un toro. Sin embargo, este es el primer estudio que des-
cribi6 a viabilidad de las células espermadticas colectadas
del epididimo y congeladas con un sistema automatizado.

Utilizando la técnica de flujo retrogrado fueron colec-
tados, en promedio 2,1 x 10° espermatozoides/animal, lo
que corresponde a la cantidad de células obtenidas en una
eyaculacion (Gongalves y col 2008). Considerando que
el epididimo es capaz de almacenar varias eyaculacio-
nes, la cantidad colectada podria ser superior, sin embar-
go los toros utilizados fueron provenientes de una planta
faenadora, donde la calidad reproductiva no es un indice
considerado. Se opt6 por utilizar el promedio/animal, ya
que de acuerdo con Goovaerts y col (2006) un epididimo
no puede ser control del otro, puesto que hay diferencias
significativas en la cantidad y calidad de las células co-
lectadas de los epididimos del mismo animal.

Las muestras de espermatozoides frescos presentaron
resultados superiores en todos los pardmetros realizados
cuando comparados a los métodos de congelacién con-
vencional y automatizado, con excepcién del pardmetro
hiposmético. En el pardmetro hiposmético las muestras
de espermatozoides obtenidas de epididimo, congeladas
por el método convencional, se comportaron de forma

similar a las muestras de espermatozoides frescos. Sin
embargo, en la tabla 1 se observa que el valor mayor para
el parametro de integridad funcional de membrana fue
obtenido para los espermatozoides frescos, un valor in-
termedio para espermatozoides congelados por el método
convencional y un valor menor para los espermatozoides
congelados por el método automdtico. Para los demas
parametros realizados, las muestras de espermatozoides
congelados por el método convencional y automatizado
no presentaron diferencias significativas cuando compa-
radas entre si. Resultados contrarios fueron observados
por Terraciano y col (2008), los cuales observaron mejo-
res resultados en el método de congelacién automatizado
en equinos, especialmente en los pardmetros de integridad
funcional y estructural de membrana. Gonzéles (2004)
también evalué los métodos de congelacion de semen
bovino y no observé diferencias significativas entre los
métodos convencional y automatizado para las pruebas
de motilidad, vigor e integridad de membrana plasmatica
acrosomal y mitocondrial. Sin embargo, fueron utilizadas
muestras de semen de eyaculado y no espermatozoides
colectados de la cola del epididimo, siendo asi nuestro
experimento el primero en evaluar los dos métodos de
congelacién utilizando espermatozoides bovinos colecta-
dos de la cola del epididimo. Estos autores utilizaron una
curva de refrigeracién semejante a la utilizada en el pre-
sente estudio (-0,25 °C/minuto), sin embargo con una tasa
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de congelaciéon mas rapida de -15,5 °C/minuto. A pesar
de las diferencias del origen de las c€lulas espermaticas
entre los dos estudios (epididimo y eyaculacién) y de las
diferencias en la curva de refrigeracion y congelacién, la
motilidad pos-descongelacién en los métodos convencio-
nal y automatizado fueron semejantes (aproximadamente
30%) cuando los autores utilizaron el crioprotector gli-
cerol, siendo el mismo utilizado en el presente estudio.

Algunos pardmetros espermdticos evaluados en este
estudio, para los espermatozoides de epididimo pueden
predecir la fertilidad, como fue descrito por Correa y col
(1997), que relatan una correlacién de fertilidad in vivo
con la motilidad espermatica, resultados del pardmetro
hiposmético y morfologia. Estos pardmetros explican 12
a 18% de variacién cuando evaluados separadamente y
48% cuando evaluados colectivamente (Brito y col 2003).

En el presente estudio la motilidad de los esperma-
tozoides frescos colectados del epididimo fue elevada,
variando entre 70 a 80% lo que puede ser considerado
dentro de los limites normales para la especie (CBRA
1998). La motilidad espermatica es fundamental para que
los espermatozoides alcancen el ambiente uterino y el si-
tio de la fertilizacion, considerandose el criterio mas im-
portante en la evaluacién de las células espermadticas an-
tes y después a la criopreservacion (Siqueira y col 2007).
Martins y col (2007) observaron en su experimento que
la motilidad de los espermatozoides colectados del epi-
didimo (n = 3) no sufrieron alteraciones significativas en
uno de los toros después de la criopreservacion, diferente
de los resultados del presente estudio, que independien-
temente del método de congelacion, ocurrié una caida
significativa de la motilidad espermatica.

Valores inferiores a los observados en los espermato-
zoides frescos, entre 10 a 45% de motilidad, fueron en-
contrados después de la congelacion, tanto por el método
convencional, asi como por el automatizado, lo que esta
de acuerdo con los resultados de Gonzdlez (2004) en bo-
vinos y Rodello y col (2005) en ovinos que no observaron
diferencia significativa entre las técnicas de congelacion.

La colecta de los espermatozoides del epididimo puede
ser la tdltima oportunidad para garantizar la preservacion
del material genético luego de lesién o muerte del repro-
ductor. Algunos estudios han demostrado que estos esper-
matozoides pueden ser usados en la inseminacion artificial
in vitro e inyeccion intra-citoplasmatica de espermatozoi-
des con resultados satisfactorios (Barker 1954, James y
col 2002, Martins y col 2007). En el presente estudio la
motilidad de los espermatozoides, luego de ser congela-
dos, podria ser considerada para su uso en inseminacién
(Severo 2009), siendo mayor o igual a 30 en 55% de los
toros. Ademas, fue observado que la cantidad de esper-
matozoides obtenidos de la cola del epididimo resultaria
en una produccién media de 104 dosis por toro, con una
variacion de 29 a 320, considerando la dosis de insemi-
nacion de 20x10° de espermatozoides méviles por pajilla.
Es importante resaltar que los testiculos fueron obtenidos
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de una planta faenadora comercial, de animales sin valor
reproductivo, demostrando asi la viabilidad de la técnica
en la utilizacién de toros con fertilidad comprobada que
puedan morir inesperadamente. Resultados semejantes
fueron obtenidos por Castro y col (2009) que estudiaron
la viabilidad de espermatozoides colectados del epididimo
refrigerado de 15 toros y calcularon que podrian ser con-
geladas un total de 114 dosis/toro, considerando en este
caso 30x10° espermatozoides méviles por pajilla.

Aunque una evaluacién de la fragmentaciéon de ADN
pueda parecer poco importante, puede haber una relacién
entre la integridad del ADN y otras funciones esperma-
ticas, como la motilidad espermatica, ya que apenas una
pequeia fraccién de las proteinas mitocondriales son co-
dificadas por el ADN mitocondrial, siendo que la mayoria
de los genes para estas proteinas estan localizados en el
nudcleo. De esta forma, las alteraciones en el nicleo son
reflejadas en la funcién mitocondrial y en el rendimiento
celular (Bereiter-Hahn y Jendrach 2010), lo que hace ne-
cesario una evaluacién completa de la célula espermatica.
El desarrollo embrionario inicial depende de la integridad
del ADN espermadtico (Rodrigues-Martinez 2005), siendo
que la evaluacién de la estabilidad del material genético
de los espermatozoides pueden proporcionar informacio-
nes adicionales sobre la calidad de las muestras semina-
les. El andlisis estructural de la cromatina espermatica es
realizado para verificar la susceptibilidad del ADN a la
desnaturalizacion (Freitas-Dell “aqua y col 2009). La inte-
gridad del ADN fue inferior en las muestras de esperma-
tozoides congelados, independientemente de la técnica
de congelacién, lo que comprueba los efectos negativos
encontrados por Baumber y col (2003) en equinos. Con
esto, los valores de la integridad del ADN, en el presente
estudio, se encuentra dentro del rango considerado nor-
mal en los bovinos para el semen eyaculado, que esta en
torno de 2 a 5% de fragmentacion (Garner y col 1994).

La integridad de la membrana de las células esperma-
ticas es un requisito fundamental en el proceso de ferti-
lizacién. Luego de la congelacion, los espermatozoides
obtenidos del epididimo de toros, independiente del mé-
todo de congelacion, sufrieron lesiones en la membrana
espermatica, comprobadas por el test de fluorescencia
con la carboxifluoresceina y yoduro de propidio. A pesar
de esto, la congelacién por el método convencional fue li-
geramente superior en el pardmetro hipoosmético, com-
parado al método automatizado. La reduccién de la fer-
tilidad del espermatozoide luego de la criopreservacién
es atribuida en gran parte a la alteracion de la funcién y
de la estructura de su membrana (Parks y Graham 1992,
Medeiros y col 2002). A pesar de esto, tales alteraciones
no son exclusivas de los espermatozoides del epididimo y
pueden ser observadas en la misma intensidad del semen
eyaculado (Correa y Zavos 1994).

Los resultados del presente estudio indicaron que no
hubo interferencia del método de criopreservacion sobre
la viabilidad espermatica, manteniendo mas del 60% de



células viables. A pesar de esto, los resultados de viabili-
dad fueron el doble de la mortalidad espermatica, lo que
indica que los espermatozoides del epididimo, después
del descongelamiento, se comportan de la misma manera
que los eyaculados (Celeghini y col 2008), en el cual los
espermatozoides inmdviles aun pueden ser viables.

La reduccién de la motilidad espermatica puede es-
tar asociada a la lesién mitocondrial, pues es necesaria
energia tanto para la motilidad como para la fertilizacion.
La mitocondria es la principal fuente de energia para el
espermatozoide por su produccion de ATP, localizdandose
en torno de la pieza intermediaria para ofrecer energia y
facilitar los movimientos propulsivos del espermatozoide
(Connell y col 2002), 1o que deberia estar relacionado a
la motilidad espermatica.

A pesar de eso, Barbosa y Esper (1997) y Barbosa y
col (2011) no constataron correlacion entre motilidad y
actividad citoquimica mitocondrial en el semen eyacu-
lado y en los espermatozoides del epididimo, respectiva-
mente. Por el contrario, Gloria y col (2011) determinaron
una correlacién positiva entre la actividad mitocondrial y
la motilidad total y progresiva del semen eyaculado, sin
embargo, ninguna correlacion fue verificada en los esper-
matozoides colectados del epididimo. En este estudio, la
categoria 1 predominé en las muestras de espermatozoi-
des frescos, con modificacién para categoria 2 luego de
la criopreservacion; estos hallazgos concuerdan con los
de Cavalcante y col (2005) en caprinos, asi como el indi-
ce de actividad mitocondrial, que aunque disminuyo, se
mantuvo encima de 50. Tal resultado indica una disminu-
cion de los niveles de ATP después de la descongelacion,
la cual se correlaciona con el nimero de espermatozoides
méviles y a la viabilidad espermatica (Lindemann y Ka-
nous 1989, Tesarik y col 1993, Januskauskas y Zilinskas
2002). Ademads, no fueron observadas diferencias signi-
ficativas para la actividad mitocondrial entre los métodos
convencional y automatizado de congelacién de esper-
matozoides, lo que estd de acuerdo con los resultados de
Gonzalez (2004) que encontr6 resultados semejantes en
la evaluacién de las células espermadticas obtenidas por
eyaculacion.

A pesar de no haber sido probada la fertilidad in vivo,
la posibilidad de utilizar los espermatozoides de epidi-
dimo es real y promisoria, ya que Barker (1954) encon-
tré 63% de fertilidad luego de realizar una inseminacion
artificial con espermatozoides congelados obtenidos del
epididimo de toros. Amann y Griel Jr (1974) encontraron
una tasa de fertilizacion similar entre las muestras obte-
nidas de la cola del epididimo y de la eyaculacién (84%
contra 94% respectivamente).

Basado en los resultados, se concluy6 que aunque las
técnicas de criopreservacion, convencional y automatica,
de espermatozoides obtenidos de la cola del epididimo re-
ducen significativamente todos los pardmetros de calidad
espermatica evaluados, logran mantener la viabilidad de
las células espermaticas, pudiendo ser utilizadas con gran
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potencial para la preservacion de las células espermadticas
obtenidas del epididimo en programas de reproduccién
asistida. Ademas, la criopreservacién automatizada puede
sustituir a la convencional sin producir dafios a las célu-
las espermaticas obtenidas del epididimo, aunque se deba
considerar el mayor costo de los equipos y consumo de
nitrégeno liquido cuando esta técnica es utilizada.
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