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RESUMEN.

El presente trabajo comunitario de titulacion, se ejecutd en la facultad de
ciencias Veterinarias, extension Lodana, de la Universidad Técnica de
Manabi. Teniendo como objetivo principal la implementacion de un sistema
de evaluacion de semen post congelado, para lo cual se llevé a cabo la
compra de una maquina modelo TK 5000, que no solo sirve para congelar
pajuelas de semen sino también para transferencias de embriones y varias
practicas de campo que se haré con la participacion de personal capacitado.
El costo de este trabajo fue aproximadamente de $8.000 contando con un

equipo de primera calidad.

El proyecto dur6 cerca de 5 meses, y se hizo en primer lugar reconociendo el
lugar donde se va a ubicar la maquina congeladora, con la finalidad de brindar

un mejor trabajo al personal del laboratorio cuando sea utilizada.

La obra se entrego el viernes 26 de febrero del 2021, y sera de gran aporte
para los estudiantes ya que ellos son los principales beneficiarios, y a su vez
los ayudaria en sus practicas de campo. Se recomienda darle un
mantenimiento apropiado a la maquina congeladora, debido a que con el uso

prolongado se puede deteriorar.

Palabras clave: Implementacién, Semen, Congelado, Pajuelas.



SUMMARY.

The present community degree work was carried out at the Faculty of
Veterinary Sciences, Lodana extension, of the Technical University of Manabi.
Having as main objective the implementation of a post-frozen semen
evaluation system, for which the purchase of a model TK 5000 machine was
carried out, which not only serves to freeze semen straws but also for embryo
transfers and various practices. This will be done with the participation of
trained personnel. The cost of this work was approximately $ 8,000 with top

quality equipment.

The project lasted about 5 months, and was carried out in the first place by
recognizing the place where the freezing machine will be located, in order to
provide a better job to the laboratory staff when it is used.

The work was delivered on Friday, February 26, 2021, and will be of great
contribution to the students since they are the main beneficiaries, and in turn,
it would help them in their field practices. Proper maintenance of the freezer is

recommended, because with prolonged use it can deteriorate.

Keywords: Implementation, Semen, Frozen, Straws.



.  INTRODUCCION.

La inseminacion artificial es un proceso mediante el cual los espermatozoides
obtenidos del macho son procesados, almacenados y artificialmente
introducidos en el tracto reproductor de la hembra con el propdsito de lograr
una prefiez. La técnica de inseminacion artificial se ha convertido en uno de
los procesos mas importantes que se implementaron para el mejoramiento
hereditario de los animales de granja logrando grandes objetivos y el progreso
del ganado lechero que ha hecho que se obtengan animales de gran valor
genético (Mejia, 2017).

El mejoramiento genético de los animales de granja se ha favorecido
significativamente por el uso de la inseminacion artificial, a su vez con el
tiempo se ha logrado la mejora de la técnica de inseminacién artificial lo que
ha permitido en la actualidad implementar nuevas alternativas productivas,
como transferencia de embriones y otras biotécnicas reproductivas (Castro,
2019).

La criopreservacion de semen es una importante biotecnologia reproductiva,
que busca promover la conservacion del germoplasma masculino por tiempo
indeterminado. Esta biotecnologia, cuando se asocia a la inseminacién
artificial, representa un mecanismo eficiente para la promocion y difusién de
material genético de excelente calidad, ademas de proporcionar una mejora
econdmica para el productor, ya que reduce los costos de alimentacion y
transporte de los reproductores, asi como los riesgos de transmision de

enfermedades sexualmente transmisibles (Ribeiro, 2014).

Una de las cuestiones importantes relacionadas con la eficiencia de las
técnicas de criopreservacion es la velocidad de reduccion de la temperatura
durante el congelamiento. El tipo de curva utilizada durante la congelacion
tiene influencia directa en el grado de las lesiones celulares, debido a
procesos de deshidratacién y formacion de cristales de hielo intracelulares
(Anchatufa, 2017).



En este contexto, con el fin de garantizar una adecuada calidad del producto
resultante del proceso de crio conservacion del semen en el laboratorio de
biotecnologias reproductivas de la FCV mediante la recoleccién, evaluacion,
dilucibn 'y congelacion del semen se han desarrollado multiples
procedimientos para evaluar las muestras seminales posterior a la crio

conservacion (Diaz, 2018).



ll. LOCALIZACION.

El presente trabajo se realizara en las instalaciones del laboratorio de
biotecnologia reproductiva de la Facultad de Ciencias Veterinaria de la
Universidad Técnica de Manabi, ubicada en la Parroquia Lodana, cantdn
Santa Ana, Provincia de Manabi, Ecuador.

CARACTERISTICAS CLIMATOLOGICAS.

Pluviosidad media anual: 682,50 mm.

Heliofania media anual: 1.354 horas luz.

Temperatura promedio anual: 25.39°C.

Evaporacion media anual: 1.625,40 mm (Cedefio, 2019).

Figura 1.- Localizacion del &rea de trabajo.



. FUNDAMENTACION.

El asesoramiento técnico e implementacion de un sistema de evaluacion de
semen post congelado en el laboratorio de la Facultad de Ciencias
Veterinarias, beneficiara y permitira incrementar el desarrollo del proceso
docente educativo y las practicas docentes. Ademas, facilitara el desarrollo de
proyectos de investigacion de los estudiantes de titulacion de pre y posgrado

y los proyectos de vinculacion destinado a la comunidad.

3.1. Diagndstico de la Comunidad.

La Escuela de Medicina Veterinaria, es una unidad académica de prestigio en
el campo de la investigacion veterinaria, vinculada al desarrollo agropecuario;
pero no cuenta con la infraestructura para un centro androlégico que permita
buenas préacticas de laboratorio. Carece de unidades que permitan realizar
estudios mediante la técnica de evaluacion de semen post congelado en
laboratorio de reproduccion. Es por esto, que se propone ejecutar el
asesoramiento técnico para la adecuacion de esta area, permitiendo de esta
manera vincular la produccion con la sociedad y mejorar la calidad de

aprendizaje de los estudiantes de esta Facultad.

3.2.ldentificacién de Problema

La Facultad de Ciencias Veterinaria en la actualidad no cuenta con equipos
tecnificados en el laboratorio de biotecnologia reproductiva para evaluar
muestras de semen. En este sentido, esta facultad dentro de sus prioridades
sustenta la necesidad de crear una base material solida y actualizada tanto
en infraestructura como equipamiento de los laboratorios de biotecnologia
reproductiva con énfasis en el area de Andrologia con el fin de que las nuevas
generaciones de profesionales adquieran el conocimiento de esta

especialidad con un alto nivel académico.



Una de las premisas fundamentales de los laboratorios de biotecnologia
reproductiva y especificamente el area de dilucion y crio conservaciéon del
semen, es la necesidad de garantizar la calidad de estas actividades técnicas
que aseguren dosis seminales de alta calidad para la posterior
implementacién de un sistema de evaluacion de semen post congelado en el
laboratorio de la Facultad de Ciencias Veterinarias. Este instrumento
tecnolégico beneficiara y permitira incrementar el desarrollo docente
educativo y cientifico, que concedera a las proximas generaciones la
realizacion de préacticas para los estudiantes de esta Facultad, haciéndolos
capaces de desarrollar destrezas acerca del manejo en esta especie, pero con

la adecuacion completa del area.

3.3.Priorizacién del Problema.

La principal prioridad de las instalaciones del Area de Investigacion Cientifica
de la Facultad de Ciencias Veterinarias es contar con equipos tecnificados y
las instalaciones adecuadas que faciliten el desempefio diario tanto de los

operarios como de las especies involucradas en esta area.

Este lugar también se aprovecharia para realizar practicas estudiantiles y
pasantias pre-profesionales donde los estudiantes podran ejecutar lo
aprendido en el aula de clases, buscando elevar el nivel académico de los

futuros profesionales de nuestra alma mater.



IV. JUSTIFICACION.,

Existe la necesidad de contar con un laboratorio equipado en el area de
produccion de la Facultad de Ciencias Veterinarias, para la evaluacion de
semen post-congelado. Esto es de suma importancia para que los
investigadores realicen sus andlisis y contribuyan con un servicio cientifico y
técnico de excelencia a la medicina veterinaria, tanto en salud y el bienestar

econémico del hombre.

Con esto se busca identificar la calidad sanitaria espermatica para prevenir y
controlar enfermedades venéreas, asi también para garantizar la sanidad
animal ya que estos juegan un rol importante en la produccion y reproduccion
ganadera, a través de las experiencias aplicadas en dicho lugar difundirlo en
la poblacion, razén por la que se justifica la gestion de este trabajo

comunitario.



V. OBJETIVOS.

5.1.Objetivo general.

e Asesorar la implementacion de un sistema de evaluacion de semen
post congelado en el laboratorio de Biotecnologia Reproductiva en la
Facultad de Ciencias Veterinarias.

5.2.0Objetivos especificos.

e Adquirir los equipos para evaluar el semen post congelado en el
laboratorio.

e Conocer los procedimientos para la evaluacion de semen post
congelado e implementar un diagrama de flujo que permita valorar las

dosis de semen posterior al proceso de congelacion.



VI. MARCO DE REFERENCIA.

6.1.Inseminacion artificial IA.

Durante muchos afios, la ganaderia vacuna ha sido receptora de diferentes
tecnologias, en su mayoria provenientes de paises industrializados que se
han incorporado a los esquemas de trabajo de las fincas ganaderas, con la
finalidad de mejorar e incrementar la productividad de estos sistemas. Una de
esas tecnologias ha sido la inseminacion artificial (IA), la cual es una practica

utilizada para el manejo reproductivo y genético (Velasco, 2008).

La IA es la técnica que consiste en lograr la fertilizacion del 6vulo utilizando
medios mecdanicos, procedimiento que consiste en depositar los
espermatozoides obtenidos del macho en el aparato genital de la hembra,
lugar donde se unirdn con el 6vulo y daran inicio al desarrollo del nuevo ser.
Esta técnica es considerada la primera biotecnologia aplicada para mejorar la
reproduccién y la genética de los animales de granja y ha demostrado su gran
eficiencia para el mejoramiento genético, contribuyendo en la mejora de los

indicadores productivos (Cabodevil, 2015).
6.2.Breve historia del origen la Inseminacion Artificial (Al).

La Inseminacién Atrtificial (IA) es una rama de la biotecnologia aplicada a la
reproduccion, en la que se sustituye la monta o servicio natural por un sistema
instrumental, en el cual el hombre el interviene en cada uno de sus pasos
(Diaz, 2018).

Respecto al origen de la IA, existen historias no bien documentadas, sefialan
a los arabes como los primeros en haber realizado la recoleccion de semen
de machos equinos y realizar la inseminacion artificial en yeguas propias
(Hernandez, 2015). Pero, Kumar, (2015) menciona que su uso fue
aproximadamente el afio 1300. Sin embargo, aunque en Europa, se encuentra
el primer reporte escrito, el cual cita que la primera IA la hizo en 1780 el
fisidlogo italiano Lazaro Spallanzani en una perra, la cual pari6 tres cachorros

62 dias después. En la actualidad se considera como pionero en el
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establecimiento de los procedimientos practicos de la inseminacion artificial al
profesor ruso lvano que habia reportado en el Journal of Agricultural Science
haber inseminado perros, lobos, caballos, ovinos y aves, con el consiguiente
desarrollo (Hernandez, 2015).

Pasaron muchas décadas en la que fueron desarrollados diferentes
procedimientos para la recoleccién, evaluacion de la calidad del semen, asi
como procedimientos de diluyo conservacion hasta los dias de hoy en que la
IA es una técnica sencilla y practica, capaz de realizarlo en cualquier hato
ganadero que se requiera. El uso de esta tecnologia ha permitido hasta un
50% del aumento en la produccion ganadera en paises como Canada y el
Reino Unido hecho que ha sido atribuible al mejoramiento genético logrado
través del uso de la IA; y el resto es debido al mejoramiento de factores
ambientales como: la salud, el sitio de pastoreo, la nutricibn y la
administracion. Lo que da una idea del potencial que tiene la IA para fomentar
el desarrollo productivo de la ganaderia, siempre y cuando se establezcan
esfuerzos a una escala significativa, en lo posible del &mbito publico y privado
(Quintero, 2016).

6.3. Ventajas y Desventajas de la Inseminacién Artificial.

Aunque la inseminacion artificial es una de las herramientas mas importantes
para el mejoramiento genético de los animales se han planteado las
principales ventajas e inconvenientes de esta tecnologia las cuales se
resumen a continuacion:
a) Ventajas: mejora genética, eliminacion del toro, control sanitario,
conocimiento del rodeo, disminucion de costos
b) Desventajas: disminucion de la fertilidad en comparacion con la monta
natural, se requiere personal capacitado y dificultad en la deteccion de
celos.
También pueden transmitirse enfermedades con la inseminacion,

especialmente aquellas cuyo agente etiolégico no se destruye por los
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antibiéticos, por ejemplo, Mycobacterium bovis, el cual resiste también el
congelado, pudiendo causar lesiones genitales en la hembra que se inseminé.
Técnicos 0 propietarios no controlados e inescrupulosos podrian sustituir
esperma bueno por el de animales poco valiosos (Hernandez, 2015).
Otros motivos de fracaso de la inseminacién serian:

e Falta de supervision veterinaria.

e Motivos debidos al semen.

e Motivos debidos al inseminador.

e Motivos inherentes al animal.

e Motivos del establecimiento (Cabodevil, 2015).

6.4. Recoleccion de Semen en Bovinos.
En los bovinos los métodos mas empleados para recoger semen son:

¢ Método de la vagina artificial.

e Masaje por via rectal de las vesiculas seminales y de las ampollas
deferentes.

e Electroeyaculacion.

e Recuperacion de la vagina luego de la monta

e Preservativo o condén (Anchatuiia, 2017).

De entre los cuales el método de la vagina artificial y la electroeyaculacion son

los mas utilizados en nuestro medio.
6.4.1. Método de la Vagina Artificial.

Segun Moncayo, (2016) la primera vagina artificial para bovinos se construyé
en Rusia y se adopt0é en la practica en 1932. Luego este instrumento se
comenzé utilizar en todos los paises, donde también cada experimentador y
muchos técnicos introdujeron diversas modificaciones interesantes. Existen
varios modelos de vagina donde solo existen pequefias diferencias una con

otra.

Este método consta de un tubo cilindrico externo de tela de goma rigida, de

60 cm de largo en el modelo grande, y 40 - 50 cm en el pequefio. El espesor
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del tubo es de 0.5 - 0.7 cm y el didmetro de 6 cm. Del lado interno del tubo
rigido, en correspondencia con el extremo llamado peneano donde el toro
introduce el pene, se fija un disco de espuma de goma de 1.5 cm de espesor
y fijado solo en el medio, de modo que las partes se unan al desarmar el
instrumento (Rivera, 2016).

En correspondencia con el extremo opuesto, se aplica un anillo de espuma de

goma de 1.5 cm de espesor. El disco y el anillo cumplen una misma funcion:

Impedir que el agua del intersticio desborde los extremos del cilindro hueco y
se acumule en uno de ellos o en ambos, lo que representa un serio
inconveniente y, entre otras cosas, puede determinar la ruptura de la camisa
interna (Cabodevil, 2015)

Para Kumar, (2015) la presion y temperatura adecuada de la vagina artificial
se obtiene llenando con agua de la mitad a dos terceras partes del espacio
existente entre la camisa, segun el tamafio del pene del toro. Durante la
recoleccién, la temperatura interna de la vagina artificial debe estar entre 40 -
52 oC.

La recoleccion con la vagina artificial sostenida a mano no exige ningun
esfuerzo especial por parte del operador quien, una vez penetrado el pene, se
limitard a dejar el prepucio y a seguir, con el instrumento, el enérgico
movimiento hacia delante y arriba que el toro cumple a su vez, con el impulso

violento hacia arriba y delante de la pelvis (Curbelo, 2013).
6.4.2. Método de Electroeyaculacion.

Aparentemente las primeras técnicas de electroeyaculacion fueron realizadas
por Battelli en 1922 quien introdujo electrodos en la base del cerebro en un
cerdo de Guinea macho. Por su parte, en ovinos éstas fueron efectuadas por
Gunn en Australia en 1935 y Olbrycht en Polonia en 1937 (Cabodevil, 2015).

Para Cedefio, (2019) las innovaciones redujeron notablemente el tiempo de
recoleccion, asi como los voltajes necesarios para lograr el mismo. Por otro
lado, Gomez (2015), entre otros, afirman que en el 90% - 95% de los casos

de electroeyaculacién hubo ereccion y protrusion del pene y los animales se
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mantuvieron tranquilos, con estrés fisico escaso 0 negativo. Segun
Bonadonna, el método de la electroeyaculacion se considera conveniente
cuando no es posible usar la vagina artificial, sobre todo cuando el toro no

pueda efectuar la monta, cualquier sea la razon.

Segun Diaz, (2018) practicé inseminacion artificial con semen de toro obtenido
mediante electroeyaculacion o con vagina artificial considera que la diferencia
de 4% observada a favor del material obtenido por electroeyaculacién no es
significativa pero interesante, ya que demuestra que ese material seminal no

tiene efecto deletéreo en la fertilidad.
6.5. Pruebas de calidad del semen.

Para Hernandez, (2015) los examenes de calidad del semen solo pueden ser
realizados satisfactoriamente en un tiempo aproximado dentro de un breve
periodo posterior a la recoleccion.

Los eyaculados deben ser adecuadamente protegidos y manejados hasta
examinarlos. La evaluacién del semen en el laboratorio no es una prueba de
fertilidad. Algunos factores a tener en cuenta para el adecuado manejo del
semen son:

e La vagina artificial, o el recipiente empleado para recoger el semen en
la electroeyaculacién, debe estar limpio y libre de contaminantes que
pueden dafiar a los espermatozoides, como el alcohol, excesiva
vaselina, polvo presente en las camisas nuevas de goma, Yy
antisépticos o sustancias quimicas de cualquier clase (Cedefio, 2019).

e En el momento de la recoleccion, hay que evitar que la vagina se
contamine con excesiva suciedad o desechos, incluido esmegma
prepucial y secreciones; el aguay la orina dafian a los espermatozoides
creando una presion osmotica diferente (Rivera, 2016).

e Las cantidades excesivas de sangre y suero pueden perjudicar a los
espermatozoides.

e El sobrecalentamiento y el enfriamiento demasiado rapido dafian a los

espermatozoides.
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La excesiva agitacion y sacudimiento del semen afecta a los
espermatozoides.

Debe evitarse la exposicion excesiva al sol (Curbelo, 2013).

6.5.1. Controles Macroscoépicos.
Volumen o Cantidad de Eyaculado.
Aspecto General y Movimiento de Masa.
Olor.

Color.
Acidez (pH) (Ribeiro, 2014).

6.5.2. Controles microscoépicos.
Actividad cinética.

Densidad.

Motilidad individual (Castro, 2019).

Escala de valores:

5/5 80 a 100 % de espermatozoides con movimiento rectilineo
uniforme.

4/5 60 a 80 % de espermatozoides con movimiento rectilineo uniforme.
3/5 40 a 60 % de espermatozoides con movimiento rectilineo uniforme.
2/5 20 a 40 % de espermatozoides con movimiento rectilineo uniforme.
1/5 20 o menos de espermatozoides con movimiento rectilineo

uniforme.

Valores aceptados como normales: 5/5y 4/5 (Gomez, 2015).

6.5.3. Métodos computarizados de estudio del movimiento.
Determinacién de células vivas y muertas.
Determinacién de anormalidades espermaticas.
Concentracion espermatica.

Examen Viroldgico y Bacteriol6gico del Material Seminal (Diaz, 2018).

15



6.6. Congelacién del semen bovino.

Uno de los descubrimientos en el campo de la inseminacion mas importante
del siglo pasado fue el desarrollo practico de los métodos para la preservacion
del semen durante un largo tiempo, por medio de la congelacion con hielo

seco a- 70 °Cy en nitrégeno liquido con aceptable fertilidad (Valverde, 2018).

En este sentido, corresponde a la Waterloo Cattle Breeding Association de
Waterloo, Canad4, ser la primera organizacién en el mundo que utilizé 100%
semen congelado en los inicios de 1954 (Mejia, 2017). Estos resultados tienen
en la actualidad un importante papel en la implementacion de los programas
de mejoramiento genético y conservacion de la biodiversidad del ganado
vacuno. De acuerdo con los resultados experimentales, se ha enfatizado, que
la reduccion de la temperatura por debajo de los 37 °C y, principalmente de
20°C, induce una serie de alteraciones de naturaleza biofisica en el

espermatozoide (Quintero, 2016).

El mayor desafio para las células en el proceso de congelacion no es resistir
a las bajas temperaturas del Nz liquido, sino mantener la integridad en un
rango de temperatura, entre -15°C y -60°C, en el que se producen los mayores
dafios, y que las células experimentan en dos ocasiones, es decir, durante la
congelacion y durante la descongelacién. A -196°C no se producen reacciones
térmicas, puesto que por debajo de - 130°C no existe agua en estado liquido
(Cedefio, 2019).

Aunque las técnicas para la crio-conservacion de espermatozoides
inicialmente han tenido un progreso lento, los efectos de la crio-conservacion
sobre la funcién espermética y la fertilidad han sido ampliamente estudiados
y descritos, particularmente en bovinos. En los Ultimos protocolos para la
congelacion del semen en esta especie con adecuada fertilidad. Sin embargo,
existen algunos factores que provocan ciertos cambios morfolégicos y
funcionales en la célula espermética durante este proceso tecnoldgico tales

como:.
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A). Shock Térmico: El shock térmico en bovinos es el conjunto de
alteraciones que los espermatozoides sufren cuando son sometidos a un
enfriamiento rapido pasando de 20°C a 5°C. Estas alteraciones estan
representadas por la disminucién de la se actividad metabdlica de los
espermatozoides y la pérdida rdpida de motilidad; la alteracién del tipo de
motilidad con un movimiento retrogrado y circular, reduccién del metabolismo,
lesion del acrosoma y de la membrana plasmatica acompafiada de pérdida de
los componentes intracelulares (Anchatufia, 2017). De acuerdo diversos
estudios, se comprobd, que cuando los espermatozoides estan alterados los
iones Na+ y Ca++ entran en las células espermaticas y son retirados por
medio de transporte activo. A 5°C la permeabilidad del Cat++ crece
significativamente superando la capacidad de eliminacion de los iones por
medio de las bombas de Cat++ de esta forma, el Cat++ se acumula en el

espermatozoide alcanzando niveles téxicos (Carpio, 2015)

B). Estrés Osmotico y Formacion de Cristales de Hielo: Otras alteraciones
o fendmenos que ocurren en el proceso son el choque térmico y la formacién
de grandes cristales de hielo intracelular. Estos procesos ocurren si la curva
de congelacion es muy rapida, lo que genera la deshidratacion progresiva de
la célula. Al respecto, Veloz, (2017) sefald, que cada tipo celular posee una
velocidad Optima de congelacion que garantiza su supervivencia luego de la
crio preservacion en funcion de si se trata de si la velocidad de congelacién

es demasiado rapida o demasiado lenta

C). El estrés oxidativo: Este fendmeno es inducido por la formacion de
cristales de hielo y esta asociado a los cambios en la presiébn osmotica de la
fraccion no congelada. Cuando una solucion es enfriada por debajo del punto
de congelacion. Los cristales de hielo se enuclean y el agua pura se cristaliza
formando hielo, los solutos permanecen disueltos en la fraccibn de agua
liquida y por lo tanto la presiéon osmética de la solucion aumenta. La proporcion
de agua cristalizada como hielo y la presién osmotica de la solucion restante
dependen de: la temperatura, la velocidad de descenso de la misma y el
volumen de la fraccién no congelada (Ribeiro, 2014). Segun Curbelo (2013),

la tasa de congelacion esta directamente relacionada con la permeabilidad de
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la membrana celular. Por lo tanto, las tasas de congelacion demasiado rapidas
causan dafos estructurales por la formacion de hielo intracelular y las tasas
de congelacion demasiado lentas causaran dafio a las proteinas debido a las
sales; el dafo de la mayoria de las células se produce durante la congelacion
y el deshielo, por esta razon la descongelacion del semen en general debe
hacerse muy rapido para disminuir la posibilidad de dafios por el crecimiento

extracelular de cristales de hielo.

El estrés oxidativo en los espermatozoides consiste en el dafio de los
componentes estructurales y fisioldgicos que surgen en ellos cuyo efecto esta
directamente relacionado con la disminucién de la sobrevivencia y capacidad
fecundante (Velasco, 2008). El estrés oxidativo es provocado por la formacién
de gran cantidad de especies reactivas al oxigeno (ROS) o moléculas que
contienen radicales libres, las cuales se hacen presentes durante el manejo y
manipulacion del eyaculado, comprometiendo la viabilidad de los
espermatozoides (Cedefio, 2019).

Las membranas de los espermatozoides contienen alto porcentaje de acidos
grasos polinsaturados y baja concentracién de enzimas protectoras de las
formas toxicas del O2 (catalasas, dismutasas, peroxidasas y glutation
reductasas) esta relacion entre acidos grasos insaturados y enzimas
protectoras convierte a los espermatozoides en células muy sensibles a las
peroxidaciones por ROS (Gomez, 2015). Los principales ROS que se conocen
y que tienen relacion con la funcionalidad espermética son: anion superéxido
(O2-), peroxido de hidrégeno (H202, precursor de radical) y la mayoria de
radicales hidroxilos (-OH); cuya presencia en el ambiente espermético se
relaciona con el aumento de espermatozoides muertos (Valverde, 2018).

De acuerdo con Ribeiro (2014), la susceptibilidad al estrés oxidativo varia
entre las especies, los individuos y eyaculados por lo tanto la incidencia y
severidad del dafio oxidativo también varian. Cuando el semen se manipula
para su uso en inseminacion artificial se expone al oxigeno y varios pasos de
Su procesamiento pueden conducir a la produccién de ROS vy la reduccion de

las defensas antioxidantes. El lavado y dilucion por ejemplo puede retirar o
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reducir la proteccion antioxidante proporcionada por el plasma seminal. Todos
estos factores pueden contribuir a aumentar el dafio oxidativo de los

espermatozoides en el semen manipulado.

6.7. Procedimiento para la congelacion del semen.

Segun Rivera, (2016) El proceso de congelacion de semen bovino incluye los
siguientes pasos: colecta, evaluacion del semen, calculo del numero de
pajillas posibles, dilucién del semen al volumen requerido y finalmente el
proceso de criopreservacion. El proceso de colecta debe ser higiénico y
evitando el shock térmico de los espermatozoides. Los toros Bos taurus
(“mansos”) se pueden colectar con vagina artificial con la ayuda de una vaca
en celo (aunque pude no estar en celo e inclusive puede ser un buey),
mientras que los toros indicus, de ganaderia de carne (que se consideren
peligrosos) deben ser colectados por medio de la EE para proteger a los
operarios. El EE consiste en un transductor con tres electrodos ubicados
centralmente y que se coloca por via rectal una vez se evallan las heces. El
operario colecta el semen en una bolsa e inmediatamente el semen debe ser
evaluado (Cedeiio, 2019).

La evaluaciéon del semen incluye la determinacion del volumen, color, la
motilidad (masal e individual progresiva) y la morfologia. Con esta informacién
se calcula el numero de espermatozoides viables en la muestra. Después se
divide este numero por el numero deseado por pajilla (generalmente de 20
millones) y se calculan el total de pajillas posibles con el semen obtenido.
También se calcula el volumen de diluyente que se requiere para ese nimero

de pajillas (Velasco, 2008).

De acuerdo con lo establecido por Castro (2019), El diluyente que se aflade
para congelacion generalmente es del tipo TRIS (buffer), El diluyente debe
contener sustancias ionicas o no idnicas que mantengan la osmolaridad del
medio (TRIS), una fuente de lipoproteina de alto peso molecular (yema de
huevo, leche descremada), una fuente de energia como fructosa o glucosa, y

un crioprotector. Existen varios tipos de crioprotectores: Los que penetran la
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membrana como son el 1,2-Propanodiol (PROH), el Dimetilsulfoxido (DMSO),
el Etilén-Glicol (EG) y el Glicerol; los que no penetran la membrana como,
Sacarosa, Glucosa, Dextrosa, Polivinil-pirrolidona (PVP), Dextran, Polietilen-
glicol (PEG). De estos el mas utilizado para la criopreservacion de semen

bovino es el glicerol a una concentracion final en el diluyente del 7%.

El diluyente puede venir en dos fracciones o en una fraccién. Si viene en una
fraccion (glicerol 7%) simplemente se afiade el diluyente al semen (lo méas
rapido posible después de la colecta). Si son dos fracciones, lo que implica es
qgue una fraccion es simplemente buffer (Fraccion A) y la otra contiene el
crioprotector que generalmente es glicerol al 14% (fraccién B). Cuando son
dos fracciones la mitad del diluyente es A (ej 64 ml) y la otra mitad es B (e] 64
ml). La primera fraccibn se afiade a temperatura ambiente y la segunda
fraccion se afiade a 4-5C Independiente de si es una fraccion o dos el semen,
una vez diluido debe empezar una curva de frio lenta para que éste llegue a
5C en un lapso de 2 horas (Kumar, 2015). Después de diluido completamente
el semen viene el siguiente paso que es el periodo de equilibrio que puede
durar de 2- 4 horas y se realiza a 5C. En este tiempo el crioprotector penetra
las membranas del espermatozoide para protegerlo de los dafios que se
pueden generar durante la criopreservacion y la descongelacién (Hernandez,
2015).

Después de alcanzado el equilibrio, se congela el semen a vapores de
nitrdgeno liquido (-120C) por un lapso de 10 minutos y luego se sumergen las
pajillas en el nitrdgeno para ser almacenadas. Muy importante el proceso de
evaluacion del semen postdescongelacion. Se considera que el semen apto
para usar en inseminacion artificial convencional, debe tener al menos 10
millones de espermatozoides viables a la descongelacion, y este semen debe
tener una motilidad progresiva minima del 30-35%. También se le debe
realizar una prueba de resistencia que consiste en evaluar la motilidad del
semen por dos horas. El semen debe tener al menos 5% de motilidad a las
dos horas de descongelado. También se debe tomar una pajilla y enviarse

para cultivo microbiolégico. Después de aprobado, las pajillas se empacan en
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escalerillas que pueden contener entre 10-20 pajillas. Aunque también hay

goblets que permiten el empaque a granel (Carpio, 2015).
6.8.Importancia de la congelacion del semen.

De acuerdo con lo establecido por Valverde (2018), la criopreservacion de
semen puede tener dos propdsitos: para uso interno o para comercializacion.
Si es para uso interno el procedimiento puede ser efectuado a nivel de finca,
pero si es para uso comercial, este proceso debe ser realizado en centros de
colecta y congelacion de semen debidamente acreditados por
AGROCALIDAD. En cuanto a la utilizacion de semen sexado, a pesar de que
se ha avanzado mucho en el proceso, todavia las tasas de prefiez son bajas
en vacas y por consiguiente su uso se restringe principalmente a novillas

fértiles.

6.9. Procesamiento en Pajuelas.
e Calculo de Dilucion.
e Enfriado.
e Glicerolizacion: (adicion de glicerol).
e Equilibracion.
e Envasado.
e Congelacion.

e Descongelado (Diaz, 2018).
6.10. Evaluacion del semen post -congelacion.

La premisa a tener en cuenta cuando se evalla semen es que no existe
ningun examen in vitro que esté altamente correlacionado con la fertilidad.
Pero existen diversas pruebas de laboratorio para “estimar’ la calidad del
semen que son extremadamente Utiles si son realizadas correctamente e

interpretadas con criterio.

El semen congelado no es un producto uniforme, esto se debe a dos razones

fundamentales: - Existe un rango de cierta amplitud entre los valores minimos

21



requeridos para liberar una partida de semen congelado al mercado y un
semen de alta calidad por las sugerencias de la propia industria como una
forma de garantizar calidad, en los ultimos afios, se establecieron normas ISO
9002 de calidad para los Centros de Inseminacion Atrtificial, contemplando
exigencias minimas respecto a los pardmetros antes sefialados. Sin embargo,
aunque se parta de un semen de alta calidad, la calidad seminal puede verse
afectada durante la distribucion y el almacenamiento, si en estas etapas no se

realiza un cuidadoso manejo del producto (Diaz, 2018).

Esta observacion no se debe pasar por alto porque muchas veces la
evaluacion de dosis de semen congelado arroja resultados que desaconsejan
su utilizaciébn y los mismos se atribuyen erroneamente al proceso de
elaboracion (Cedefio, 2019). Para evaluar semen resulta esencial contar con
un microscopio de calidad, preferentemente con adaptacion para contraste de
fase, una platina térmica y un bafio Maria y se deben tener en cuenta al menos
3 parametros bésicos. Ellos son: - Viabilidad post-descongelacion. -
Morfologia. - Prueba de permiabilidad de la membrana espermatica -Numero
de espermatozoides con motilidad progresiva por dosis del semen a utilizar en
el servicio- Control sanitario de los sementales, semen almacenado y
distribuido (Valverde, 2018).

Existen multiples factores que pueden afectar la calidad del semen posterior
al proceso de congelacién, algunos relacionados con los protocolos de crio
conservacion que se utilicen, la competencia de los eyaculados y células
espermaticas para resistir esta accion de congelacion y descongelaciéon y los
accidentes que pueden ocurrir durante el almacenamiento o distribucion
(Veloz, 2017). Por consiguiente, con el objetivo de garantizar una adecuada
calidad y eficiencia de los servicios de inseminacién con semen congelado, se
utilizan varias pruebas que permiten evaluar la calidad de las dosis de semen

previo a su uso en el campo.
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6.10.1. Prueba de la Viabilidad Espermatica posterior a la

descongelacion.

Se determina mediante el porcentaje de espermatozoides con motilidad
progresiva y el vigor espermatico. Para el desarrollo de esta prueba el semen
debe serincubado a 37° C durante 2 horas. Esta evaluacion es conocida como
prueba de Termoresistencia o de incubacion. Esta prueba puede ser realizada
de distintas formas. Para su ejecucién, se descongelamos 2 pajuelas de la
misma partida simultaneamente. A la hora 0, vaciamos el contenido de una
de ellas en un tubo de vidrio que contiene un volumen de solucion fisiolégica
equivalente al de la pajuela, procediendo de inmediato a evaluar la motilidad
progresivay el vigor esperméatico. La otra pajuela permanece en el bafio Maria
y es diluida en el momento de efectuar las determinaciones correspondientes

a la segunda horade incubacion (Hernandez, 2015).
6.10.1.1. Procedimiento.

El contenido de las pajuelas se diluye en 1 ml de solucién fisiol6gica y el
semen se mantiene tapado dentro del bafio en un tubo de vidrio neutro. a)
Examen de motilidad: el porcentaje de motilidad progresiva y el vigor son
determinados inmediatamente después de descongelado el semeny luego de
dos horas de incubacion. Diversos métodos pueden ser utilizados para
determinar motilidad. Cuando se cuenta con experiencia, generalmente se
realizan estimaciones visuales rapidas (subjetivas) o el uso de sistemas
computarizados (CASA). Para realizar esta operacion, se toma una gota de
semen delgada y uniforme es colocada entre porta y cubre objetos tibios
procediendo a evaluar a 100 aumentos el porcentaje de espermatozoides con
motilidad progresiva y luego, la tasa de progresion (vigor). Esta, Gltima puede

ser cuantificado utilizando la siguiente escala:
0= sin movimiento.

1= ligera ondulacion o vibracion de cola, sin progresion.
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2= progresion lenta, incluyendo detencion y comienzo de movimiento.
3= movimiento progresivo continuo y moderada velocidad.

4

movimiento progresivo, rapido.

5

seguir visualmente.

movimiento progresivo muy rapido, en el cual las células son dificiles de

El semen de buena calidad, que ha sido recientemente descongelado,
normalmente tiene 40-50% de espermatozoides con motilidad progresiva y un
vigor de 3-4. Después de dos horas de incubacién, estos valores
generalmente disminuyen un 10- 15% y 1 punto (vigor), respectivamente. Las
normas minimas para motilidad exigidas se corresponden con las de las
normas 1SO 9002. Ellas son: 0 hs= 25% de espermatozoides con motilidad
progresiva. Vigor 3. 2 hs= 15% de espermatozoides con motilidad progresiva.
Vigor 2 (Curbelo, 2013).

En los Ultimos afios han sido introducidos andlisis por sistemas de
computacién (Sistema Casa), los cuales proporcionan un método objetivo de
determinacion de la motilidad espermatica. Una camara de circuito cerrado de
television, montada sobre un microscopio alimenta informacion a un sistema
de computacion, el cual entrega inmediatamente caracteriza las
subpoblaciones de espermatozoides y entrega la informacion del porcentaje
de motilidad progresiva, el vigor, la concentracion espermaética y el nUmero de

espermatozoides méviles por mililitro (Saavedra, 2018).
6.10.2. Prueba de permeabilidad de la membrana.

Uno de las caracteristicas de los espermatozoides que debe ser evaluada
antes o (semen fresco) posterior al proceso de congelacion son los dafios que
se producen en la capacidad de permeabilidad de la membrana. Por
consiguiente, se han desarrollado varias pruebas con el fin de localizar tales

cambios morfolégicos que afectan la calidad del semen. En esta direccion,
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corresponde a Jeyendran et al., (1984), haber desarrollado una prueba con

estos fines diagnostico de la calidad del semen (Gomez, 2015).

La integridad de la membrana plasmética y acrosomal, ha sido utilizada para
valorar la calidad seminal, por ser responsables de hacer efectivas las
interacciones entre células, tanto desde el punto de vista morfolégico como
funcional. El test de resistencia osmotica evalla la sensibilidad de estas
membranas a cambios subitos en la os molaridad del medio y por tanto su
salud, pudiendo predecir la capacidad fecundante de una muestra seminal
dada (Hernandez, 2015).

Esta prueba tiene dos orientaciones una encaminada a dilucidar los cambios
que ocurren a nivel de la membrana acrosémica (Prueba ORT) y otra en la
parte motriz del nemaspermo es decir a nivel de la cola. (Prueba (HOST). En
rumiantes, se ha sugerido el uso de fructosa o citrato de sodio diluido en agua
destilada a 100 mOsm/L o un poco mas elevadas (150 mOsm/L) para evitar
la aparicion de falsos negativos, producto de la ruptura de la membrana
plasmética que fisiologicamente deberia estar en condiciones isosmoéticas a
300-320 mOsm/L (Diaz, 2018).

Esta prueba se fundamenta en la suspension de espermatozoides en un
medio hipo osmético que ocasiona un desequilibrio osmético entre el medio
extracelular y el intracelular, situacibn que la célula compensa
fisiologicamente difundiendo agua al compartimento intracelular y como
consecuencia, el espermatozoide aumenta su volumen con consecuentes
cambios morfolégicos en los flagelos, como dilatacién y enrollamiento de los
mismos. Para que esta respuesta se produzca, la membrana plasmatica del

espermatozoide debe de estar integra y funcional (Curbelo, 2013).
6.10.2.1. Descripcién de la técnica.

Para (Cabodevil, 2015) la valoracién de la funcionalidad e integralidad de la
membrana crosomal tanto para el semen fresco, como para el descongelado.
Se incubando el semen durante 30 minutos en un medio hipo osmotico de

citrato de sodio a 150 mOsm/kg en un bafio maria termoestable a 37°C, luego
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se centrifugaban a 2000 rpm por 2,5 minutos en una micro-centrifuga
(Minispin plus eppendorf 22331 Hamburg). Se tomaban 10 pL del centrifugado
y se mezclaban suavemente con 10 pL del colorante eosina-nigrosina. En el
microscopio Optico, utilizando el objetivo de inmersion (100X), se contaban
200 espermatozoides y se observaban las reacciones acrosomicas
(acrosomias parciales y pérdidas totales del acrosoma y el doblaje de la cola

y el resultado final en porcentaje (Castro, 2019).

En la Figura # 2, se aprecia los cambios morfolégicos observados durante el
desarrollo de la prueba. Las imagenes ay b son negativas a la prueba lo que
sugiere que en estos nemaspermos existen dafos de la permeabilidad de la
membrana. Mientras, las imagenes c, d, e, f y g muestra resultados positivos
lo cual indica que no hay dafos ostensibles en la permeabilidad de la

membrana de los espermatozoides (Valverde, 2018).

Figura 2.- Cambios morfolégicos de los espermatozoides posteriores a los

resultados del Test de Resistencia Hipo osmética.

Los resultados de ambas pruebas se consideran 6ptimos cuando se obtienen
valores superiores a 80 % antes de los procesos de congelacion y 50 %

posterior al proceso de congelacion. En estos casos se ha encontrado una
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alta correlacion con la motilidad, competencia del eyaculado para la crio

conservacion y capacidad fecundante del semen (Saavedra, 2018).
6.11. Numero de espermatozoides con motilidad progresiva.

Esta evaluacién surge de multiplicar el nUmero de espermatozoides totales
por el porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva a la hora cero
posterior a la descongelacion. Existen al menos 4 formas distintas de
determinar el nimero de espermatozoides, el método hemocito métrico
vigente que establece, que la dosis usa da en cada servicio de |IA no debia
ser inferior a 10 millones de espermatozoides con motilidad progresiva cuando
se usa semen congelado en pastillas. Pero en eyaculados congelados en
pajuelas y de acuerdo con las normas ISO 9002 establecen que la dosis
inseminante debe tener un minimo de 8 millones de espermatozoides con
motilidad progresiva. Este numero puede reducirse a 6 millones si el semen
posee mas de 30% de espermatozoides con motilidad progresiva y si la tasa
de anormalidades es inferior al 25% o si, el porcentaje de no retomo 60/90 de
300 primeros servicios de inseminaciones resulta equivalente al obtenido con
8 millones (Castro, 2019).

6.12. Control sanitario del semen congelado.

La IA tiene como objetivos mejorar la calidad genética y también prevenir o
eliminar enfermedades venéreas. Sin embargo, la técnica no esta exenta de
riesgos, pues puede convertirse en via de diseminacién o en fuente de
propagacion de enfermedades infecciosas a nivel nacional e internacional. El
semen crio preservado es un excelente mecanismo de control sanitario si se

tienen en cuenta las siguientes premisas:

a) Es necesario determinar el estado sanitario de los sementales
utilizados como dadores dado que el semen puede vehiculizar
bacterias, virus, hongos patdgenos u oportunistas. - La mayoria de
estos microorganismos sobreviven al proceso de congelacion y a los

antibidticos que se afiaden al diluyente (Hernandez, 2015).
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b) Es obligatorio controlar el eyaculado previo y a posterior de la
congelacion, para determinar la presencia de gérmenes dado que, de
un eyaculado se obtienen muchas dosis de semen, por lo tanto, el
riesgo de diseminacion de enfermedades en diferentes fincas y/o
rebafios es elevado. Esto es mas grave aun si se considera que, en IA
el semen es depositado en utero, por lo tanto, no es expuesto a los
efectos bactericidas de las secreciones del cuello uterino y de la vagina
durante el estro (Curbelo, 2013).

Generalmente este control sanitario se realiza siguiendo el siguiente

protocolo:

a) Cuarentena obligatoria de todos los toros que ingresen al centro de 1A y/o
finca por 60 dias realizdndose las pruebas de diagndstico de enfermedades
infecciosas antes y posterior al periodo de cuarentena (Diaz, 2018).

b) Realizar cada seis meses los siguientes diagndsticos en la finca y/o centro

de IA a todos los toros.

c) Brucelosis.

d) Leptospirosis.

e) Tuberculosis.

f) Paratuberculosis.

g) IBR.

h) Lengua Azul.

i) Campilobacteriosis.

j) Trichomoniasis.

k) Diarrea viral Bovina.
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[) Leucemia Bovina (Veloz, 2017).

La realizacion de estas pruebas se debe emplear los procedimientos
diagnésticos aprobado por AGROCALIDAD vy realizadas por laboratorios
certificados. En este contexto es la contribucion de este trabajo de tesis cuyo
fin es brindar asesoramiento para crear la base materiales y técnica que
permitan en el futuro contar con un adecuado sistema de evaluacion del
semen congelado en el laboratorio de Andrologia de la Facultad de Ciencias

Veterinarias de la Universidad Técnica de Manabi.
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VIl. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO.
La correcta ejecucion del proyecto trajo beneficios a:

e La Universidad Técnica de Manabi, quien es la propietaria del area
fisica en donde se ejecutara el proyecto de titulacion.

e Los estudiantes de la Facultad de Ciencias Veterinarias quienes usaran
el laboratorio de reproduccion para practicas inseminacion artificial y
del buen manejo y conservacion del semen.

¢ Y los Docentes e investigadores de la Universidad, ya que mediante
estas instalaciones se podran realizar investigaciones conjuntas que

beneficiaran a los productores y a la comunidad.

Beneficiarios Directos.

Docentes e investigadores de la Carrera Medicina Veterinaria, para futuros
trabajos investigativos. Estudiantes de la Carrera de Medicina Veterinaria, que
reforzaran la parte practica mediante el conocimiento teérico que han
adquirido en las aulas.

La Universidad Técnica de Manabi, mediante estas instalaciones renovadas
puede aprovechar para futuros proyectos de vinculacién con la sociedad,

practicas para recibir estudiantes que realicen pasantias pre profesionales.

Beneficiarios Indirectos.
Comunidad del Cantén Santa Ana, por medio de capacitaciones sobre la
inseminacion artificial en el sector ganadero asociado a proyectos de

vinculacion con la sociedad de parte de la Facultad de Ciencias Veterinarias.
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VIll. METODOLOGIA.

El proyecto de modalidad trabajo comunitario se ejecuté en el area de
produccion de la Facultad de Ciencias Veterinarias, en la Parroquia Lodana
del cantén Santa Ana. Para la ejecucion de este proyecto fue necesaria una
observacién directa, el cual se diagnosticé las prioridades que requiere el
laboratorio del centro androlégico serd necesaria la implementacion de
equipos de acuerdo a lo establecido para la evaluacion del semen post
congelado y a su vez elaboramos un diagrama de flujo el cual, permite evaluar
los procedimientos de un laboratorio de biotecnologias reproductivas en la

recoleccion, evaluacion y conservacion de las dosis de semen congelado.

El asesoramiento técnico para el laboratorio del centro androlégico servira
para facilitar el manejo de sistema de evaluacion de semen post congelado.

Los beneficiaros de este trabajo seran:

La Universidad Técnica de Manabi, quien es la propietaria del area fisica en

donde se ejecutara el proyecto.

Los estudiantes de la Facultad de Veterinaria quienes usaran el laboratorio de
biotecnologias reproductivas para practicas de conservacion del semen e

inseminaciones artificiales en el ganado bovino.
Y los pobladores de la provincia y del pais, ya que con estas instalaciones se

podran realizar investigaciones conjuntas que beneficiaran a los productores

y a la comunidad.
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8.1. MATRIZ DE INVOLUCRADOS

GRUPOS INTERESES PPRRCI)EI?/II_;M(SA\SS RECURSOS Y INTERESES CONFLICTOS
MANDATOS DEL POTENCIALES
PROYECTO
Autoridades Proporcionar No obtener las | Mayor control | Aumentar el | Problemas de
De la FCV. instalaciones instalaciones y | sobre el | nivel de | falta de
De la UTM adecuadas vy | equipos bienestar de los | aprendizaje en | informacion

equipos necesarios en el | estudiantes, los estudiantes. | sobre el manejo
necesarios para | tiempo previsto. | personal del adecuado de
los estudiantes. area y de los los equipos.
animales.
Docentes de la | Implementar Falta de | Asesorar el | Facilitar la | Insuficiente
FCV. practicas de | conocimientos manejo de los | ensefianza de | rendimiento
campo como | en el manejo | equipos del | la catedra | académico.
metodologias tecnificado de | laboratorio para | mediante la
de estudio para | los equipos del | la evaluacion de | préctica.
los estudiantes. | laboratorio y | semen post
mantenimiento | congelado en
de los mismos. | laboratorio de
reproduccion.
Estudiantes de | Aumentar el | Falta de interés | Crear  confort | Optimizar  los | Falta de
la FCV. aprendizaje en | en la asignatura | durante la | conocimientos 'y | recursos  que

el centro

androldgico.

impartida por el

docente.

estancia en el
area de

produccion.

la experiencia
desarrollados
durante clases

en practicas.

conllevan a un

deéficit de
préacticas de
campo.
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Empleados del
de

investigacion

area

cientificade la
FCV.

Mejorar el
desempefio en
el manejo del

laboratorio.

Afectaciones
por lesiones y
patologias

epidemioldgicas

Asesoramiento
sobre el manejo

de los equipos.

Proporcionar

las
capacitaciones
adecuadas para
gue conozcan
sobre el
funcionamiento
y
mantenimiento

de los equipos.

de

conocimientos.

Falta
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8.2. ARBOL DEL PROBLEMA.

Carencia de
recursos
econémicos.

Disminuciéon de
aprendizaje.

No existen beneficios
para realizar
practicas o
trabajos
investigativos.

“AUSENCIA DE EQUIPOS
TECNIFICADOS EN EL CENTRO
ANDROLOGICO PARA LA
EVALUACION DE SEMEN POST
CONGELADO”

Falta de
implementacion de
maaquinarias y
objetos operarios
para el laboratorio.

Bajo rendimiento
académico.

falta de informacioén
sobre el manejo
adecuado de los
equipos.
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8.3.ARBOL DE OBJETIVOS.

Brindar asesoria para la implementacion un sistema de

evaluacion de semen post congelado en laboratorio de

biotecnologia reproductiva

Veterinarias.

la Facultad de Ciencias

OO0 mmm

Mejorar el nivel de
aprendizaje de los

estudiantes.

Optimizar e implementar
equipos y  materiales
necesarios para el
laboratorio.

Facilitar la docencia
mediante las practicas para

un mayor aprendizaje.

Efectuar la entrega del
proyecto a las autoridades
de la Facultad de Ciencias

Veterinarias.

nr<—"—4HArz2dm-dr >»

“ASESORAR LA IMPLEMENTACION DE UN SISTEMA DE
EVALUACION DE SEMEN POST CONGELADO EN EL

LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA REPRODUCTIVA EN LA

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIA”

Conocer los diferentes
procedimientos para la
evaluacion de semen post

congelado en laboratorio.

Asesorar el disefio para la
implementacion y
evaluacion de semen post

congelado en laboratorio.

Adquirir los equipos para
evaluar el semen post

congelado en el laboratorio.
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8.4. MARCO LOGICO.

OBJETIVO INDICADORES VERIFICADORES SUPUESTOS
Fin
Asesorar la implementacion de un El beneficio de becas | *Informes de los
sistema de evaluacion de semen estudiantiles para la tesistas del proyecto | No existen
post congelado en el laboratorio de | _. L .
ejecucion de | de acuerdo al | equipos
Biotecnologia Reproductiva en la .
proyectos cronograma para realizar
Facultad de Ciencias Veterinarias. en el laboratorio de | establecido. practicas de
reproduccion de *Certificaciones del manejo y

la Facultad de
Ciencias
Veterinaria  ubicada
en

Lodana.

docente tutor del
proyecto.

*Oficios emitidos por
las autoridades de la
facultad de ciencias

veterinarias.

conservacion del

semen.

Propésitos
Asesorar la implementacion del

sistema de evaluacién de semen
post congelado en el laboratorio de
reproduccion de la Facultad de

Generar areas
adecuadas para

mejorar el rendimiento

*Determinacion e
implementacion  de

equipos en el

*Falta notable de
los equipos

térmicos en el

académico de los laboratorio area.
Ciencias Veterinarias. estudiantes mediante | androldgico.
las practicas, donde
podran ejecutar lo *Fotos, informes,
aprendido en el aula SUPEIVISOTes.
de clases.
Componentes Se recomienda
1.- Adquirir los equipos para realizar un buen
evaluar el semen post congelado mantenimiento de la | *Observacion directa.
en el laboratorio. méaquina TK 5000 *Facturas. Falta de
cada cierto tiempo. *Fotografias. recursos.
2.- Conocer los procedimientos Se recomienda
para la evaluacién de semen post investigar técnicas
congelado e implementar un modernas de *Graficos.
diagrama de flujo que permita conservacion del Falta de
valorar las dosis de semen semen. recursos.

posterior al proceso de

congelacion.
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3.- Efectuar la entrega de la obra
en el laboratorio de biotecnologias
reproductivas de la Facultad de
Medicina Veterinaria a la autoridad
del establecimiento.

Contratiempo
por situacion de
la pandemia.

Actividades

Costos

1.Compra de maquina
congeladora de semen marca TK
modelo 5000.

8000.00

*Facturas.

*Ninguno.

2.- realizar una revision
bibliogréafica de los principales
procedimientos para evaluar
semen post congelado y
elaboracion de diagrama de flujo

del proyecto.

Ninguno.

Observacion directa.

*Ninguno.

3.- Entrega de la obra a las
autoridades de la FCV.

Viernes 26 de febrero
del 2021.

*Observacion directa.

*Ninguno
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IX. RECURSOS A UTILIZAR.

A continuacion, se detallan los recursos humanos y materiales utilizados para

la adecuacion del laboratorio de reproduccion:

9.1. RECURSOS HUMANOS.
e 2 egresados tesistas.
e 1 tutor de tesis.
e 1revisor de tesis.
e Personal técnico para la construccion de la maquina de congelacion del

semen marca TK modelo 5000 (total 3 obreros).

9.2. RECURSOS MATERIALES.
e Documentos de apoyo, bibliografia.
e Papel Bond A4.

e Carpetas.

9.3.RECURSOS FINANCIEROS.

Beca de titulacion adquirida a través de la Universidad Técnica de Manabi.
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X. PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS
OBTENIDOS EN LA SOLUCION DEL PROBLEMA.

El proyecto se ejecutd en el laboratorio de biotecnologias reproductivas de la
Facultad de Ciencias Veterinarias, en la Parroquia Lodana del canton Santa
Ana. Para su ejecucion fue necesaria una observacion directa, el cual se
diagnostico las prioridades que requiere el laboratorio, para poder
implementar un sistema de evaluacibn de semen post congelado y la

adecuacion del laboratorio.

El asesoramiento técnico para la implementacion del sistema de evaluacion
del semen post congelado en el laboratorio de reproduccion sirve para lograr
una mejor area didactica para practicas reproductivas.

Mediante el progreso de los componentes establecidos en el cronograma se

llevé a cabo las siguientes actividades:

10.1. Comprade la maquina de congelacion del semen.

Figura 3.- Magquina congeladora de semen marca TK modelo 5000.

Se realizo la compra de una maquina congeladora de semen de la marca TK
modelo 5000 proveniente de Brasil de la empresa ESCOVET, por medio de la
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beca obtenida por la universidad técnica de Manabi, la cual permite realizar
estudios en Optimas condiciones de congelacion de los espermatozoides de
cientos de especies animales permitiendo una velocidad de enfriamiento para
que la muerte celular debido a la formacion de hielo intracelular y soluciones

hipertonicas se reduzca al minimo.

10.2. Técnicas de evaluacion del semen post congelacion.

Estos equipos, reactivos e insumos descartables seran utilizados para

efectuar las siguientes pruebas del semen recolectado y congelados:

e Técnica de motilidad espermética.

e Técnica de viabilidad espermética.

e Evaluacion de la morfologia espermética.

e Prueba de permeabilidad de la membrana espermatica.

e Numero de espermatozoides con motilidad progresiva.

10.3. Disefio del diagrama de flujo de la propuesta del sistema de

evaluacion de la calidad del semen congelado.
Una vez indicadas las diferentes pruebas que seran utilizadas en el sistema

de evaluaciéon de la calidad del semen congelado, se propuso el siguiente

procedimiento de control y el diagrama de flujo de esta actividad técnica.
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DIAGRAMA DEL TRABAJO DE TITULACION,

Evolucion de la calidad del semen posterior a la congelacion en el laboratorio de
andrologia de la facultad de ciencias veterinarias de la universidad técnica de

o Manabi

‘ SEMEN POSTCONGELADO ‘ ‘ PROCESOS DE EVALUCION DEL SEMEN

[Termo (e almacenamiento posterior ] o

al proceso de congelacion + Viabilidad post-descongelacion.

— { Libro de registros de entrada del 1 * Valoracion Morfolog@:
semen procesado * Prueba de permeabiidad de la membrana
espermatica.

+ Numero de espermatozoides con motilidad

—0 progresiva por dosis del semen a utilizar en
el servicio.

. Termo de conservacion de la dosis
destinada a su distribucion

iy

» Certificacion de control sanitario de los
sementales, semen  almacenado Y
distribuido.

{ Libro de registros del semen 1
almacenado distribuido

o [ Dosis de semen certificado para
su despacho

Figura 4.- Diagrama del trabajo de titulacion correspondiente a los
procedimientos técnicos que se deben de llevar en un laboratorio de
biotecnologias reproductivas para la recoleccién, evaluacién y conservacion

de las dosis de semen congelado.
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XI.  CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

11.1. CONCLUSIONES.

Luego de la finalizacién del presente trabajo de titulacion se llegd a las

siguientes conclusiones:

La implementacion de la maquina congeladora de semen marca TK
modelo 5000 presenta una gran ventaja en el proceso de preservacion
y almacenamiento de las dosis de semen congelado, ya que permite
regular la valoracion de la funcionalidad e integralidad de las pajuelas

de semen fresco.

La adquisicion de equipos para el laboratorio de biotecnologias
reproductivas permitira un mejor trabajo de los especialistas y a su vez

favorecera a la formacion académica de los estudiantes de la FCV.

Los procedimientos para la evaluacion del semen post congelado
permiten determinar la calidad después de la descongelacion de cada
dosis seminal, ya que proporcionan informacion acorde a la capacidad

fecundante de los espermatozoides criopreservados.

La implementacion de un diagrama de flujo de los procedimientos para
la evaluacion de las dosis de semen posterior al proceso de
congelacion permitira contar con una guia didactica que facilite a la
comunidad académica a conocer los diferentes procedimientos que
conllevan al procesamiento de una muestra con el fin de garantizar la

calidad de las dosis seminales.
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11.2. RECOMENDACIONES.

Luego de la finalizacion del presente trabajo de titulacion se llegaron a

las siguientes recomendaciones:

Se recomienda realizar una adecuacién de equipos para el laboratorio
de biotecnologias reproductivas para contar con un area 6ptima para

la investigacion y practicas de la comunidad universitaria.

Promover las respectivas tareas de limpieza y mantenimiento de la
magquina congeladora de semen con la finalidad de evitar el deterioro
temprano de los equipos implementados.

Ejecutar mas proyectos que se vinculen con el laboratorio de
reproduccién, ya sean trabajos de titulacion, proyectos investigativos,
proyectos experimentales, para continuar mejorando el area y tener un
sofisticado escenario que permita realizar de manera correcta préacticas

a los estudiantes.
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Xll.  SUSTENTABILIDAD Y SOSTENIBILIDAD.

12.1. SUSTENTABILIDAD.

El presente trabajo de titulacién nacié de la necesidad de contar con un
Laboratorio de biotecnologias reproductivas para la Facultad de Ciencias
Veterinarias; por ello los estudiantes: Alex Guillermo Cedefio Espinales y
Jorge Andrés Seme Giler propusieron el proyecto “Asesoramiento técnico
para la implementacion de un sistema de evaluacion de semen post
congelado en el Laboratorio de reproduccion” como parte de la modalidad
de titulacion de trabajo comunitario.

Con el asesoramiento se disefio e implemento la adquisicién de una maquina
marca TK modelo 5000 para la congelacion del semen, la cual permitira que
la Facultad cuente con un area de acopio de pajuelas para realizar
inseminaciones artificiales, de esta manera los estudiantes de veterinaria
puedan realizar las practicas de campo que complementen la parte tedrica
impartida por los docentes.

La participacion de este proyecto permite a que los autores apliqguen los
conocimientos que han adquirido a lo largo de la carrera y obtenida desde la
practica, que demuestren soluciones y competencias que los permita

desarrollarse como futuros Médicos Veterinarios Zootecnistas.

12.2. SOSTENIBILIDAD.

Equipamiento y asesoramiento que se le brindd al Laboratorio de
biotecnologias reproductivas de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
UTM, se encuentra implementado de manera eficiente, permitiendo un
correcto almacenamiento de las pajuelas de semen. Ademas de
acondicionarla por parte de criterios técnicos, se han adquirido materiales de
buena calidad y acorde al capital obtenido para la construccion de la maquina
marca TK para la congelacion del semen modelo 5000 correspondiente a la
tesis, la cual posee una durabilidad entre (aproximadamente 15 y 20 afios)

siempre y cuando se dé un mantenimiento adecuado.
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Xlll.  PRESUPUESTO.

TEMA: ASESORAMIENTO TECNICO PARA LA IMPLEMENTACION DE UN
SISTEMA DE EVALUACION DE SEMEN POST CONGELADO EN EL
LABORATORIO DE REPRODUCCION.

PRESUPUESTO TESIS

Rubro Unidad Cantidad | Precio Unit.| Total, USD

Presupuesto Beca

Sistema CASA para evolucién espermatica. El
sistema automatizado para el analisis de semen
por ordenador destaca por la integracion de los
andlisis mas avanzados para valorar la
funcionalidad de los espermatozoides. La
concentracion y la motilidad, asi como la integridad
y viabilidad espermatica pueden ser evaluadas con
precision y rapidez analizado hasta 1000 cedulas
por campo, para la evaluacion objetiva y completa
del semen. Todas las imagenes y los datos se
almacenan para su posterior revisiéon. El informe
de andlisis se puede generar como una copia
impresa o un archivo digital. MODULOS
Morfologia y Morfometria, Modulo Viabilidad

EQUIPO DE MANEJO DE CURVA DE

CONGELACION FASE 4 Parte 1 1 4000.0 4000.0
EQUIPO DE MANEJO DE CURVA DE

CONGELACION FASE 4 Parte 2 1 4000.0 4000.0
Total $8000.0
AUTORES:

Cedefio Espinales Alex Guillermo Seme Giler Jorge Andrés

Cl: 1314318963 Cl: 1312360371

TUTOR: Dr. Rodolfo Pedroso Sosa, PhD.
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XIV. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES.

Las actividades realizadas en el trabajo de titulacion se desarrollaron desde
octubre del 2019 hasta febrero del 2021 de acuerdo a los objetivos especificos

del proyecto:

MESES

ACTIVIDADES

Oct- | Nov- Dic-| Ene-| Feb-| Mar-| Abr- May | Jun-| Jul-| Ago-| Sep-| Oct-| Nov-| Dic- | Ene- Feb-
19|19 19 20 20 20 20 -20 20| 20 20 20 20 20 20|21 21

ELABORACION
DEL PROYECTO | X X

CORRECCION
DEL BORRADOR X

APROBACION
DEL PROYECTO X

ACREDITACION
DE LA BECA X

COMPRA DE
MATERIALES X X

CONTRATO DE
MANO DE OBRA X X

ENTREGA DE
OBRA

ELABORACION
DE LA TESIS X X X

FINALIZACION
DE LA TESIS
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ANEXOS.



ANEXO 3,4.- Compra de la maquina congeladora de semen marca TK modelo 5000.
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ANEXO 7,8.- Explicacion del funcionamieto de la maquina congeladora de semen.
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ANEXO 9.- Factura # 1 de la compra de la maquina.
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ANEXO 10.- Factura # 2 de la compra de la maquina.




ANEXO 11, 12.- Culminacion de la obra de tesis.

ANEXO 13.- Entrega de la obra con la presencia de las autoridades de la FCV.
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ANEXO 16.- Analisis e interpretacion de los resultados.
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