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Efectos de la criopreservacion sobre las subpoblaciones
espermaticas en caprinos

EFFECTS OF CRYOPRESERVATION ON SPERM SUBPOPULATIONS IN GOATS

Leonardo Hernandez Corredor'**¢, Omar Camargo Rodriguez’, Albeiro Silva
Torres?*, Juan David Montoya Paez’, Armando Quintero Moreno!

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la criopreservacion en la presen-
cia de subpoblaciones de espermatozoides, segun la motilidad, en eyaculados de macho
cabrio utilizando el sistema de Analisis de Semen Asistido por Computador (CASA). Los
parametros de motilidad se analizaron con andlisis de componentes principales (PCA)
donde evidenciaron la mayor varianza, reduciendo asi el nimero de variables. En la
evaluacion de 23 738 espermatozoides en fresco, la subpoblacion (Sp) 1 consistidé en
espermatozoides progresivos y mediana progresividad (18.34%), la Sp 2 en
espermatozoides de alta velocidad y progresivos (20.53%), la Sp 3 en espermatozoides de
alta actividad, pero no progresivos (46.79%) y la Sp 4 en espermatozoides poco activos
y no progresivos (14.32%), habiendo diferencias significativas en la distribucion de las
cuatro Sp (p<0.001). La estructura de la Sp de espermatozoides no se mantuvo después
del almacenamiento en frio. Al evaluar los mismos parametros en muestras descongela-
das en 36 450 espermatozoides moviles, la Sp 1 consistié en espermatozoides progresi-
vos bajos y lineales lentos (38.43%), 1a Sp 2 en espermatozoides poco activos y progre-
sivos lentos (7.3%), la Sp 3 en células espermaticas con alta actividad y excelente
progresividad (11.65%) y la Sp 4 en espermatozoides activos, pero no progresivos (42.61%),
habiendo diferencias significativas en la distribucion de las cuatro Sp (p<0.001). La
criopreservacion modifico significativamente tanto los pardmetros especificos como la
distribucion de los espermatozoides dentro de las subpoblaciones.
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Efectos de la criopreservacion sobre las subpoblaciones espermaticas en caprinos

The aim of this study was to evaluate the effect of cryopreservation in the presence
of sperm subpopulations, according to motility, in sperm ejaculates using the Computer
Assisted Semen Analysis (CASA) system. The motility parameters were analysed with
principal component analysis (PCA) where they showed the highest variance, thus
reducing the number of variables. In the evaluation of 23 738 fresh spermatozoa, the
subpopulation (Sp) 1 consisted of progressive spermatozoa and median progressive
motility (18.34%), Sp 2 in high velocity and progressive spermatozoa (20.53%), Sp 3 in
high-activity spermatozoa, but not progressive (46.79%) and Sp 4 in little activity and
non-progressive spermatozoa (14.32%), showing significant differences in the distribution
of the four Sp (p<0.001). The structure of the spermatozoa Sp was not maintained after
freezing. When evaluating the same parameters in thawed samples in 36 450 motile sperm,
the Sp 1 consisted of slow and linear slow progressive spermatozoa (38.43%), the Sp 2 in
slowly active and slow spermatozoa (7.3%), the Sp 3 in spermatozoa with high activity
and excellent progressive motility (11.65%) and Sp 4 in active spermatozoa, but not
progressive (42.61%), showing significant differences in the distribution of the four Sp
(p<0.001). Cryopreservation significantly modified both the specific parameters and the
distribution of the spermatozoa within the subpopulations.

Key words: spermatozoa; goat; motility; CASA; population; cryopreservation

to, incluyendo la raza, temperatura ambien-
tal, época del afio y estado nutricional, entre
otros.

INTRODUCCION

La inseminacion artificial (IA) es una
biotecnologia reproductiva que para ser efec-
tiva depende de la calidad seminal. En el caso
de los caprinos, su procesamiento (dilucion,
enfriamiento y conservacion) presenta algu-
nas dificultades que determinan una menor
eficiencia en comparacidon con otras espe-
cies (bovina, ovina). Esto es debido a la pre-
sencia de ciertas sustancias que forman par-
te del plasma seminal, las cuales reaccionan
con algunos componentes de uso comun en
los diluyentes de semen (Dorado, 2003; Hi-
dalgo et al., 2006, Dorado et al., 2010;

Desde los primeros afios del CASA
(Computer-assisted sperm analysis), 1os
datos se trabajaban con analisis multivariados
con un alto grado de precision (Quintero-
Moreno, 2003), aunque la subjetividad toda-
via estaba presente en la definicion de las
subpoblaciones al utilizar métodos jerarqui-
cos. Martinez-Pastor et al. (2005) introdu-
cen un método no jerarquico (FASTCLUYS)
donde tiene en cuenta la pseudo t2, la pseudo
F y el criterio cubico clusterizado (CCC) para

Salomoén, 2011).

Desde la época en que se demostrd la
existencia de subpoblaciones espermaticas en
los eyaculados frescos y conservados de
mamiferos (Holt, 1996; Abaigar et al., 1999;
Thurston et al., 2001; Quintero-Moreno, 2003;
Dorado, 2003; Martinez-Pastor et al., 2005),
se ha intentado generar explicaciones que
puedan predecir sus patrones de movimien-
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determinar el nimero final de cluster, logran-
do una mejor clasificacion de subpoblaciones
espermaticas, siendo objetivo a los datos en-
tregados por el software.

El objetivo de este estudio fue compren-
der las subpoblaciones espermaticas en el
contenido seminal de machos cabrios y el
efecto de la criopreservacion sobre la
motilidad.
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MATERIALES Y METODOS

Animales y Colecta de Semen

Se emplearon siete machos cabrios
adultos (4 alpinos y 3 Saanen), entre 3 y 5
afios de edad, de reconocida capacidad
reproductiva. Los animales fueron sometidos
a un ritmo de colectas de dos veces por se-
mana.

Se recolectaron 56 eyaculados (ocho
por macho) durante un periodo de dos me-
ses, empleando una vagina artificial
(Walmur®, Porto Alegre, Brasil). Los
eyaculados se llevaron al Laboratorio de
Biotecnologia Animal del Politécnico Colom-
biano Jaime Isaza Cadavid, sede Bello
(Antioquia, Colombia), donde fueron mante-
nidos en bafio maria a 37 °C hasta su valora-
cion.

Evaluacion en Fresco y Criopreser-
vacion

Se evalu6 la motilidad espermatica por
el sistema CASA (Sperm Class Analyzer,
SCA®, Microptic, Barcelona, Espaia). El
analisis se realizo sobre alicuotas de 5 pl de
semen fresco a 37 °C. Las alicuotas fueron
colocadas en laminas Leja® para la medicion
de la motilidad por el sistema CASA. Luego,
se capturaron las imdagenes de los
espermatozoides en movimiento con un mi-
croscopio de contraste de fase (Eclipse E200,
Nikon, Japoén) a 200X. Los parametros
evaluados fueron Velocidad curvilinea (VCL,
um/s), Velocidad rectilinea (VSL, um/s), Ve-
locidad media (VAP, pm/s), Indice de
linealidad (LIN, %), indice de rectitud (STR,
%), Indice de oscilacion (WOB, %) y Fre-
cuencia de batida de la cabeza (BCF, Hz).
Estos parametros cinéticos han sido previa-
mente descritos por Mortimer (1997) y Quin-
tero-Moreno (2003).

Las muestras seminales fueron diluidas

en dos alicuotas en una proporcion 1:1 de
Biladyl®y centrifugadas a 800 g durante 3 min
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(Dynac III®, Becton Dickinson, EEUU). A
continuacion, se retir6 el sobrenadante y el
pellet de espermatozoides fue re-diluido con
los diluyentes comerciales: AndroMed®
(Minitiib GmbH, Tiefenbach, Alemania) y
Triladyl® (Minitiib GmbH, Tiefenbach, Ale-
mania). La concentracion final aproximada
fue de 100 x 10° espermatozoides/ml. Las
muestras fueron empacadas y selladas
(MRS1 Dual V2, IMV Technologies, Fran-
cia) en pajuelas de 0.50 ml y refrigeradas a
4 °C durante 2 h. Finalmente, las pajuelas de
cada tratamiento fueron congeladas en va-
pores de nitrégeno liquido, colocandolas a 4
cm de la superficie del nitrogeno durante 15
min para seguidamente ser sumergidas en
nitrogeno liquido (-196 °C).

Analisis Objetivo del Movimiento
Espermatico

Para el anélisis del semen congelado,
se evaluaron cinco pajuelas por colecta, se-
gun la metodologia descrita por Dorado et
al. (2007) para el macho cabrio. Las pajuelas
fueron elegidas al azar y descongeladas en
bafio maria a 37 °C durante 30 s. Las mues-
tras descongeladas fueron diluidas con PBS
hasta una concentracion de 1 x 10°
espermatozoides/ml. Se hicieron alicuotas de
5 ul de semen diluido que se depositaron en
camaras de un solo uso Leja® (20 um - 4 ca-
maras, SC-20-01-04-B, Paises Bajos). En
cada analisis, un total de cinco campos mi-
croscopicos fueron aleatoriamente seleccio-
nados, con la misma metodologia empleada
para el semen fresco.

Analisis Estadistico

Se utilizo estadistica descriptiva (medias,
desviaciones estandar). Se aplico una prue-
ba de normalidad y andlisis de varianza, bajo
un disefio experimental factorial donde se
evaluaron los efectos de los diluyentes y la
raza sobre las variables de motilidad seminal.
Del mismo modo y con el propdsito de identi-
ficar la presencia de subpoblaciones
espermaticas en el eyaculado, los valores de
la motilidad fueron sometidas a un analisis
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multivariado de agrupamiento no jerarquico,
el cual agrupd a los espermatozoides segiin
sus caracteristicas motiles comunes, como se
ha descrito anteriormente (Quintero-Moreno
et al.,2003).

Bajo la metodologia de Martinez-Pas-
tor et al. (2004), se utilizé un analisis de com-
ponentes principales (PRINCOMP) como
primer paso, para seleccionar las variables
del eigenvalue (varianzas extraidas de los
componentes principales, [Criterio Kaiser]);
en un segundo paso se ejecutd un cluster no
jerarquico (FASTCLUS) y se hizo un anali-
sis de conglomerados utilizando una distan-
cia euclidiana para determinar los centroides,
reduciendo los datos. Luego se determind un
procedimiento jerarquico, seleccionando un
maximo de 15 grupos, ya que este nimero es
adecuado para hacer el procedimiento jerar-
quico posterior (se pueden presentar errores
al final del agrupamiento si se usan grupos
iniciales muy pequefios). En el caso de de-
tectar valores atipicos (valores con un solo
dato) se suprimen los valores extremos y se
¢jecuta nuevamente el programa. En la ter-
cera parte se hizo un dendograma usando el
método de ligamiento medio (UPGMA) para
unir los grupos. Para determinar este grupo
final se tuvo en cuenta los criterios del clus-
ter: la pseudo-t?, el pseudo F y el criterio de
agrupamiento ctubico (CCC). Se buscan los
valores altos de la CCC y pseudo F en com-
binacion de un valor con tendencia a bajar y
un pseudo-t? y un valor mas grande pseudo-
t* para la proxima fusion cluster.

Después del analisis de agrupamiento,
se compararon los tratamientos dentro de las
subpoblaciones y subpoblaciones dentro de
los tratamientos (que incluyen las agrupacio-
nes y toda la poblacion de espermatozoides
por motilidad dentro del término
subpoblacion). Se utilizo el procedimiento
GLM (modelos lineales generales) para lle-
var a cabo una ANOVA de la viabilidad y el
estado acrosomal antes y después de la
criopreservacion. Los datos con porcentajes
fueron sometidos a transformacion arco seno
y medidas absolutas para registrar la trans-
formacion.

Rev Inv Vet Peru 2018; 29(3): 882-893

Para cualificar la relacion existente en-
tre los diluyentes y la frecuencia de distribu-
cion de los espermatozoides de cada
subpoblacion se analizaron los datos median-
te la prueba de Chi-cuadrado. Los datos fue-
ron analizados mediante el Statistical
Analysis System v. 12.0 para Windows (SAS
Inst. Inc.; Carry, NC, EEUU), con el Modelo
Lineal General del Analisis de la Varianza
(Proc GLM). Cuando se encontraron dife-
rencias entre las medias se cuantifico el efec-
to mediante el procedimiento LSMEANS,
FASTCLUS.

RESULTADOS

Motilidad del Semen

Se estudiaron ocho variables (VCL,
VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH, BCF)
en 23 738 espermatozoides en el semen fres-
co y 36 450 espermatozoides en el semen
descongelado por medio del sistema CASA.
En el Cuadro 1 se observa los pardmetros de
motilidad para semen fresco obtenidos por el
sistema CASA. Se observaron diferencias en
las velocidades (VCL, VSL) y en los
parametros de calidad de movimientos (LIN
y STR), tanto en las muestras de semen fres-
co como en las muestras de semen descon-
gelado (p<0.05), siendo la raza Alpina la que
mostré un valor mas alto.

Subpoblaciones Espermaticas

Se aplico a los espermatozoides un ana-
lisis de componentes principales (ACP) para
reducir las variables cinéticas primarias a tres
componentes (Prinl, Prin2, Prin3). En el se-
men fresco explicaron el 86.75% de las dife-
rencias. La Prinl se relaciona con el movi-
miento espermatico y explica el 42.07% de
la varianza, la Prin2 se relaciona con la
linealidad y explica el 31.69% de la varianza,
y la Prin3 se relaciona con la actividad flage-
lar y explica el 12.98% de la varianza. En el
semen descongelado explicaron el 88.97%,
donde la Prinl explica el 43.05% de la
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Cuadro 1. Descriptores' de motilidad obtenidos de 56 eyaculados en siete reproductores

caprinos (23 738 y 36 450 espermatozoides para semen fresco y congelado,

respectivamente)

Semen / Y VCL VSL VAP LIN STR WOB ALH  BCF

Raza * (um/s)  (um/s)  (um/s) (%) (%) (%)  (um/s)  (Hz)

Fresco

Alpino 66.1 123.65  46.95 83.52  35.57 5337  65.15  4.66 5.45
+0.42*  +0.25*°  +0.37* +0.16*  +0.19° +0.14> +0.01° +0.02°

Saanen 33.9 12291  43.07 87.98 35.08  50.50 68.64 437 5.82
+0.53>  +0.35>  +0.53* +£0.23> +0.27° +0.18* +0.02> +0.03°

Total 100 12340  43.65 85.03 35.41 5240 6637 4.6 5.58
+0.33 021 +0.30  +0.13  +0.16 +0.10  +0.01  +0.02

Descongelado

Alpino 68.8 12633  46.33 88.93 36.53 52.77  68.95 3.91 6.43
+531*  4+2.89  +528>  +£]1.57°  £1.728 +1.90° +0.13° +0.24°

Saanen 312 12511 51.27 96.93 40.08 5249 7592  3.22 6.53
+7.82>  +7.71*  49.58*  4+4.32* +3.86* +3.83* +0.27* +0.50°

Total 100 12593  47.98 91.60 3772 52.64 7127  3.68 6.46
+4.32 +3.16 +4.71 +1.76 +1.69 +1.85 +0.13 +0.22

ab Syperindices dentro de columnas para semen fresco y semen descongelado indican diferencia

significativa entre razas (p<0.05)

LIN =

1VCL = velocidad curvilinea; VSL = velocidad rectilinea; VAP = velocidad de la trayectoria media;
linealidad; STR = rectitud; WOB = indice de oscilaciéon; ALH = amplitud media del

desplazamiento lateral de la cabeza; BCF = frecuencia de batido (valores: media * error estandar

de la media)

varianza, la Prin2 el 35.95% de la varianza y
la Prin3 el 9.97% de la varianza (Cuadro 2).

En las subpoblaciones (sp) de esperma-
tozoides frescos:

Spl. E1 18.34% de la poblacion son
espermatozoides progresivos con el ma-
yor porcentaje de motilidad progresiva
(valores muy elevados de VSL, VAP, LIN
y STR junto a valores medios de ALH),
probablemente con el patron de
descriptores mas adecuado para formar
parte de la poblacion de fertilizacion.

Sp2. El 20.53% de la poblacion son
espermatozoides muy activos, pero no pro-
gresivos (valores altos de VCL, ALH, LIN
y STR). Los bajos valores de LIN indican
que estas células muestran movimientos
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circulares o irregulares. Asimismo, los
valores elevados de VCL y ALH indican
que esta subpoblacion podria ser conside-
rada como espermatozoides con movi-
miento muy similares a la hiperactivacion.
Sp3. E1 46.79% de la poblacion incluyo
espermatozoides lentos, pero con alta ac-
tividad espermatica (valores reducidos de
VCL y medios de VAP), con trayectorias
progresivas (valores buenos de LIN, STR
y WOB). Ademas, son espermatozoides
que recorren distancias medias (valores
medios de VSL).

Sp4. El 14.32% de la poblacién son
espermatozoides cuyo movimiento fue
menos vigoroso, (valores mas bajos de
VCL, VSL, VAP y ALH). Presentaron
escasa progresividad (valores bajos de
VAP, LIN y STR), recorrieron distancias

Rev Inv Vet Peru 2018; 29(3): 882-893
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Cuadro 2. Valores de motilidad de subpoblaciones espermaticas obtenidos de 56 eyaculados
de siete reproductores caprinos en semen fresco y descongelado

. Subpoblaciones
Descriptores
Spl Sp2 Sp3 Sp4
Semen fresco
VCL(pm/s) 173.21 +£0.36* 171.76 £ 0.41° 97.87 + 0.35% 73.65 £ 0.48°
VSL (pm/s) 83.99 £ 0.39* 31.04+0.26°¢ 43.56+£0.26° 10.38 +0.114
VAP(pum/s) 134.90 £ 0.472 11.69 +0.614 68.89 +£0.32° 35.68 £0.30°¢
LIN (%) 48.27 +0.001* 17.46 +£0.001" 44.80+0.001* 13.95+0.001°
STR (%) 63.58 £0.002° 29.39 + 0.002° 64.75+0.20*  30.73 £0.002°
WOB (%) 77.34+0.001? 63.41 £0.002° 68.98 £ 0.001° 47.76+0.002¢
ALH (pm/s) 5.32+£0.01° 6.48+£0.012 3.70+0.01° 3.64+0.02°
BCF(Hz) 6.14 + 0.042 492+ 0.04¢ 5.86+0.02° 4.87+0.04¢
Total de la muestra N 4,354 4,876 11,108 3,400
(%) (18.34) (20.53) (46.79) (14.32)
Semen descongelado
VCL(pum/s) 107.64 + 0.34* 98.12 £ 0.72b 62.19 + 0.54°¢ 35.01 +0.114
VSL (um/s) 62.03 +£0.29° 18.72£0.28° 52.73 £0.51° 10.57 £ 0.06¢
VAP(um/s) 85.57 £0.332 59.33 £0.72b 56.95 + 0.53¢ 20.13 £ 0.084
LIN (%) 56.74 £ 0.16° 17.94 + 0.194 82.56 £0.16% 29.89 £ 0.16°
STR (%) 72.50 £0.17° 33.16 +0.394 91.27+0.112 50.58 £0.21¢
WOB (%) 78.16 £0.11° 57.58 £0.35¢ 90.36 +£0.12° 57.09 £ 0.14¢
ALH (pm/s) 3.47 £ 0.09° 4.21+0.02° 1.73 £ 0.08¢ 1.92 +£0.05°
BCF(Hz) 7.00 + 0.022 5.38 +£0.044 6.38 +£0.03° 3.73+0.01°
Total de la muestra N 14.008 2.661 2912 10.651
(%) (38.43) (7.30) (11.65) (42.61)

L VCL = velocidad curvilinea; VSL = velocidad rectilinea; VAP = velocidad de la trayectoria media;
LIN = linealidad; STR = rectitud; WOB = indice de oscilacién; ALH = amplitud media del desplazamiento
lateral de la cabeza; BCF = frecuencia de batido (valores: media + error estandar de la media)

muy cortas (VSL muy baja). La pobla-
cion tiene valores bajos de VCL y LIN,
que indica compromiso metabolico. Los
espermatozoides pierden su movilidad por
completo. Ademas, poseerian alteraciones
estructurales o cambios bioquimicos im-
portantes que afectan al espermatozoide.

En las subpoblaciones (sp) de esperma-
tozoides descongelados:

- Spl. El 38.43% de la poblacion son
espermatozoides progresivos con el ma-
yor porcentaje de motilidad progresiva
(valores muy elevados de VSL, VAP), con
el patron de motilidad adecuado para for-
mar parte de la poblacion de fertilizacion.
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Sp2. El 7.30% de la poblaciéon son
espermatozoides muy activos, pero no pro-
gresivos (valores altos de VCL, ALH).
Los bajos valores de LIN indican que es-
tas células muestran movimientos circu-
lares o irregulares; podria ser considera-
da como espermatozoides con movimien-
to de hiperactivacion.

Sp3. El 11.65% de la poblacién incluyo
espermatozoides lentos, pero con alta ac-
tividad espermatica (valores reducidos de
VCL y medios de VAP), con las mejores
trayectorias progresivas (valores buenos
de LIN, STR y WOB). Ademas, son
espermatozoides que recorren distancias
medias (valores medios de VSL).
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- Sp4. El 42.61% de la poblacion son
espermatozoides con valores bajos de
VCL y LIN. La subpoblacion tiene dafio
metabolico. No son aptos para la fertiliza-
cion.

DiscusioN

El estudio detallado de cada esperma-
tozoide se inicia con los descriptores del
CASA (Boyers et al., 1989; Davis y Katz,
1993; Mortimer, 2000; Quintero-Moreno,
2003), y es con base a dichos estudios que se
logra entender que un eyaculado contiene una
poblacion heterogénea de espermatozoides.

Las subpoblaciones de espermatozoides
se pueden identificar sobre la base de
parametros o caracteristicas distintas, tales
como parametros de motilidad, morfometria
y morfologia, entre otros (Quintero-Moreno,
2003; Hidalgo, 2004; Dorado et al., 2010;
Martinez-Pastor ef al., 2011; Ramoén et al.,
2013; Hernandez-Corredor et al., 2014;
Esteso et al., 2015). Martinez-Pastor et al.
(2005) encuentran que las subpoblaciones por
motilidad se originan por factores fisicos,
mientras que Holt y Harrinson (2002) encon-
traron que la LIN cambiaba dependiendo de
la estimulacion con bicarbonato, definiendo
que las subpoblaciones se originan por facto-
res quimicos.

Los resultados del estudio de motilidad
medida en fresco mediante CASA indicaron
diferencias significativas entre razas (p<0.05)
para las variables VCL, VSL, LIN, STR,
WOB, ALH y BCF, donde la raza alpina pre-
sentd los mejores resultados. En semen des-
congelado se encontraron diferencias signifi-
cativas entre razas (p<0.05) en las variables
VSL, VAP, LIN y WOB, siendo mejor los
resultados para la raza Saanen. Los mejores
valores de LIN y VAP en los machos Saanen
podria ser la diferencia entre alta y baja fer-
tilidad (Hernandez-Corredor et al., 2013).
Diferencias entre razas han sido descritas en
bovinos (Hoflack et al., 2007) y en caprinos
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(Chandler et al., 1988; Karagiannidis et al.,
2000; Kamal et al., 2005; Zamfirescu et al.,
2005), donde las variaciones genéticas po-
drian ser explicadas por la seleccion
reproductiva de los caprinos. Los resultados
que se obtuvieron en las subpoblaciones de
motilidad representan el estado fisiologico y
sus diferentes etapas, seglin lo expuesto por
Quintero-Moreno (2003) y Dorado et al.
(2010,2011,2013).

Por tanto, en semen fresco, la
subpoblacién Spl son espermatozoides pro-
gresivos que podrian ser espermatozoides que
deben ser activados debido a su baja ALH,
para luego hiperactivarse en el tracto
reproductor de la hembra, o ser células
espermaticas que ya perdieron su vigor para
movilizarse, aunque tiene trayectorias rectas
(Quintero-Moreno et al., 2003; Buzén 2013;
Dorado et al.,2013; Acha, 2015; Ortiz, 2016).
La Sp2 son rapidos y progresivos (son los
que podrian ser utiles para la fecundacion).
Podrian ser los espermios con mayor capaci-
dad fecundante, como ha sido propuesto
(Quintero-Moreno, 2003; Muifio et al., 2007,
Dorado et al., 2010) o estar cerca de la
hiperactivacion (Dorado et al.,2013). Por las
caracteristicas que muestran las subpobla-
ciones Spl y Sp2, podrian presentar una ma-
yor resistencia al proceso criogénico (Muifio
et al., 2007; Buzdn, 2013; Dorado et al.,
2013).

La Sp4 son activos, pero no progresi-
vos. Pueden ser células que tienen compro-
metido su metabolismo y han perdido su
progresividad (Quintero-Moreno, 2003; Bu-
z6n, 2013; Dorado et al, 2013) o que se en-
cuentran en las tltimas etapas de ciclo celu-
lar. Asi mismo, las Sp3 son células
espermaticas lentas y progresivas que pue-
den tener un compromiso metabodlico o estan
esperando hiperactivacion.

En el caso de las subpoblaciones en se-
men pos-descongelado, la Spl corresponde
a espermatozoides que tuvieron una mayor
resistencia al proceso de criopreservacion;
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son muy progresivos y con alto VAP, por lo
que podrian ser células aptas para la fertili-
dad, debido a los altos valores de ALH y BCF
(Quintero-Moreno et al., 2003; Buzén 2013;
Dorado et al., 2013).

La Sp2 son espermatozoides con movi-
miento circular o erraticos por sus minimos
valores de LIN y un alto ALH; por lo tanto,
son células ya hiperactivadas (Quintero-Mo-
reno, 2003; Dorado et al., 2011). La Sp4 son
lentos y tiene una actividad flagelar muy baja.
Pueden ser células que tienen comprometido
sumetabolismo y han perdido su progresividad
(Quintero-Moreno et al., 2003; Buzén 2013;
Dorado et al.,2013). Las Sp2 y Sp4, por otro
lado, son células que ya tienen comprometi-
da, tanto su integridad metabdlica como su
integridad funcional. Por ultimo, la Sp3 son
espermatozoides muy activos, pero con es-
caso recorrido, aunque también pueden ser
células ya hiperactivadas, pero con algun dafio
anivel de la cola por su linealidad (altos valo-
res LIN, STR, WOB y BCF), lo que afecta
su ALH.

Dorado et al. (2011) definen que la crio-
injuria induce una serie de cambios mecani-
cos, quimicos y osmoticos al espermatozoi-
de, causando la muerte de algunas células y
comprometiendo aquellas que sobreviven tras
el proceso de congelacion y descongelacion
(Watson, 1995, 2000). Los dafios causados
son lesiones pequefias que pueden ser
acumulativas, resultando en importantes cam-
bios, tanto en la membrana como en el citosol
al final del proceso (Nicolas et al.,2012). Por
lo tanto, existe una disminucion de la viabili-
dad del espermatozoide que conlleva a una
disminucion de la capacidad fertilizante
(Watson, 2000).

En este estudio, las velocidades
espermaticas en las diferentes fases mostra-
ron diferencias significativas entre los proce-
sos (p<0.01) de VCL, VSL, VAP, LIN, STR,
WOB, ALH y BCF. Debido a que la supervi-
vencia, la motilidad y la fecundidad de los
espermatozoides disminuyen después del pro-
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ceso de descongelacion, las caracteristicas
del semen fresco se correlacionan pobremente
con la calidad del macho (Verstegen et al.,
2002). En contraste, una correlaciéon entre
ciertas variables de motilidad, anormalidades
e integridad del acrosoma pueden ser un
mejor predictor de la capacidad fecundante
después de la criopreservacion (Dorado et
al., 2009). Por otro lado, Evans y Maxwell
(1990) y Leboeuf et al. (2000) indican que la
morfologia espermatica es un criterio para la
seleccion de los eyaculados fértiles.
Eyaculados con un porcentaje bajo de anor-
malidades morfoldgicas, antes de la congela-
cion, tienen en promedio, los mejores valores
de motilidad y velocidad después de la des-
congelacion (Hidalgo et al., 2007; Vasquez
et al., 2013; Rahmatzadeh et al., 2017,
Ledesma et al., 2017); sin embargo, Muifio-
Otero et al. (2007) concluyeron que los
espermatozoides mas rapidos y progresivos
resisten mejor el efecto dafiino de la fase de
criopreservacion.

Los resultados revelan que los
espermatozoides no se distribuyen de forma
homogénea en las diferentes subpoblaciones
en semen fresco (Spl: 18.34%; Sp2: 20.53%;
Sp3:46.79% y Sp4: 14.32%) y en semen pos-
descongelacion (Spl: 38.43%; Sp2: 7.30%;
Sp3:11.65% y Sp4: 42.61%), lo que coincide
con otros hallazgos (Quintero-Moreno, 2003;
Ortega-Ferrusola et al., 2009). En todo el
proceso, la SP1 cambia de 18.34% a 38.43%,
por lo que se debe considerar lo expuesto por
Marin-Briggiler et al., (2002), que algunos
procesos, tales como la fosforilacion de la
tirosina de las proteinas del esperma, son pre-
ponderantes frente a la viabilidad del esper-
may en la adquisicion de movilidad progresi-
va rapida. Una dependencia de la tempera-
tura para el aumento de la hiperactividad
espermatica estd asociada con aumento en
la movilidad progresiva rapida y capacitacion
espermaticas (Muifio-Otero, 2008).

Para el parametro de linealidad (LIN),

Cox et al. (2006) determinaron que existe
una alta correlacion con los demas parametros
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de motilidad evaluados por el sistema CASA
para semen caprino, demostrando que valo-
res mayores a 50% en espermatozoides eva-
luados in vitro presentan una excelente mi-
gracion. Adicionalmente, pardmetros como
LIN y ALH parecen ser indicadores de la
hiperactivacion de los espermatozoides (Pena
y Linde-Forsberg, 2000). Sin embargo, para
Quintero-Moreno et al. (2003), un valor bajo
(menor a 50%) esta correlacionado con la
hiperactivacion espermatica. Herndndez-Co-
rredor et al. (2013) encontraron valores de
LIN de 48% y STR de 72.8%. Anand y Yadav
(2016) encontraron valores de LIN (29.6%)
y STR (61.62%) parecidos en semen des-
congelado, lo que sugiere que un LIN menor
a 30% en caprinos es indicativo de
hiperactividad y STR menores de 50% pue-
de explicarse por los tamaiios de la cabeza
de los espermatozoides (espermatozoides de
cabezas largas dan un valor mayor a células
espermaticas con cabezas anchas).

CONCLUSIONES

Con el uso del sistema CASA y el ana-
lisis multivariante se logro identificar cuatro
subpoblaciones espermaticas con caracteris-
ticas diferentes de movimiento, definidas en
el eyaculado fresco de los caprinos. Al so-
meter estas células al proceso de
criopreservacion se modifico significati-
vamente la distribucion de espermatozoides
dentro de las subpoblaciones, evidenciando-
se la crioinjuria sufrida y como se adaptan
las células espermaticas a esta temperatura
extrema.
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