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1. INTRODUCCION






Introduccion

Desde que las asociaciones de criadores de perros de distintos paises aprobaran
el uso de semen congelado, la demanda de éste y de mejores técnicas de
criopreservacion han aumentado. Los beneficios de la utilizacion de semen congelado
para propietarios y criadores de perros incluyen la posibilidad de envio de semen
congelado a largas distancias con un coste reducido y de conservacién por un largo
periodo de tiempo, evitandose asi las dificultades inherentes al transporte de los animales
o de multiples envios de semen refrigerado. Para criadores de paises con estrictas
regulaciones de cuarentena, el hecho de poder obtener material genético proveniente de
los mejores ejemplares a nivel mundial facilita la reproduccién de perros (Linde-Forsberg
y Forsberg, 1989). Mientras, han sido creadas compafiias comerciales con el propésito
de establecer bancos de semen canino que proporcionan semen de un conjunto de
reproductores para el criador de perros, tanto profesional como aficionado. Estos bancos
proporcionan igualmente un pool genético que puede ser utilizado en poblaciones de
perros geograficamente aisladas y asi evitar la consaguinidad y las enfermedades
hereditarias (Morton y Bruce, 1989). En Espafia, es relevante la contribucion que la
criopreservacion de semen ha proporcionado en el ambito de la preservacion y

estandarizacion de razas como el Alano Espariol y Bodeguero Andallz.

La conservacion de los espermatozoides y de su capacidad de fertilidad exige la
reduccién o interrupcion del metabolismo celular. Este objetivo se consigue por medio de
la refrigeracién, o de la congelacién, utilizando temperaturas reducidas que depriman el
metabolismo. La refrigeracion permite mantener la longevidad y la capacidad fecundante
de los espermatozoides por algunos dias, sin que su metabolismo sea completamente
abolido (Maxweell y Stojanov, 1996). Para periodos de conservacion hasta 2 dias, la
calidad del semen refrigerado de perro es superior a la del semen descongelado, siendo

esta apenas equivalente a los 4,9 dias de refrigeracion (England y Ponzio, 1996).

La congelacién tiene, en comparacion con la refrigeracién, la ventaja de preservar
el material genético por un periodo de tiempo indefinido. Sin embargo, es un proceso que
destruye un porcentaje considerable de espermatozoides. Watson (1995) observé que la
supervivencia post-descongelacion se encontraba limitada al 50% de la poblacion
inicialmente viable, incluso en la presencia de las mejores técnicas de preservacion. De
ahi la necesidad de desarrollar técnicas de criopreservacion mas eficaces y de mejores

metodologias sisteméaticas para evaluar el espermatozoide criopreservado.
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Introduccion

La congelacion de semen de perro y respectiva inseminacion artificial (1A)
conocieron sus dias en finales de los afios 60 y inicios de los afios 70 (Seager, 1969; Gill
y col., 1970; Andersen, 1972); en los primeros trabajos las técnicas de congelacion y
refrigeracion han sido adaptadas de las técnicas utilizadas en las especies pecuarias.
Posteriormente, los protocolos de congelacion y la composicion de los diluyentes han
sido alterados y optimizados. La calidad pos-descongelacién varia ampliamente entre
perros y eyaculados, siendo referidas tasas de gestacion de 39-51,1%, relativamente
bajas en comparacion a las de IA de semen fresco (Linde-Forsberg y Forsberg, 1993).
Los estudios mas recientes, realizados bajo un estricto control del momento de ovulacién
mediante citologia vaginal y medicidon de los niveles séricos de progesterona, refieren
importantes tasas de nacimiento, alrededor del 70% (Thomassen y col., 2001), o de 84%
(Linde-Forsberg y col., 1999; Rota y col., 1999b).

La deposicién intra-uterina del semen descongelado a través del uso del catéter
transcervical escandinavo, pese a su dificultad técnica debido a la anatomia y posicion
del cérvix de la perra, produce indices de gestacion superiores a la deposicion intra-
vaginal y esta asociada a una mayor prolificidad (Fontbonne y Badinand, 1993). La causa
de las bajas tasas de gestacion subsecuentes a la deposicion vaginal del semen puede
estar atribuida a la reducida longevidad del espermatozoide descongelado (Ferguson y
col., 1989; England, 1993). Otras dificultades al éxito de la IA de semen congelado de
perro comprenden la identificacion del momento optimo de fecundacion para proceder a
la 1A, la realizacion de la deposicion del semen a nivel intra-uterino y la variacion en la

calidad del semen descongelado entre distintos individuos (England, 1993).

Los dafios que se producen en las membranas durante la refrigeracién a 5°C y en
la congelacion son muchas veces sutiles y a veces dificiles de detectar utilizando analisis
laboratoriales de rutina, pero son capaces de alterar severamente las funciones
espermaticas, como es el caso de la capacidad de fecundacion. Ambos procesos de
conservacion inducen fases de transicion lipidica en la membrana plasmatica del
espermatozoide, causando alteraciones en su estabilidad y estructura que pueden
lesionar la célula y disminuir su capacidad fecundante. También es reconocido que el
glicerol, crioprotector habitualmente incorporado en los diluyentes de congelacion,

interfiere con la fertilidad (Concannon y Battista, 1989).

Por otra parte, la refrigeracion y la congelacién inducen una reduccion en la
proporcion de células no-capacitadas y, pese a que sea preservada su viabilidad y

motilidad, se trata de una poblacion que esta desestabilizada por el proceso de
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Introduccion

preservacion y que in vivo puede perder su capacidad fecundante antes de alcanzar el

lugar de fecundacion (Rota y col., 1999a).

En la investigacion de las alteraciones morfolégicas, bioquimicas y funcionales
provocadas por los procesos tecnolégicos a que las células estan sujetas durante la
congelacion y descongelacion se utilizan varios métodos. Los analisis laboratoriales de
rutina suelen determinar el porcentaje de espermatozoides motiles en una muestra o el
porcentaje de células vivas o de células con acrosomas normales. Estas pruebas
presentan un valor predictivo de la fertilidad algo variable. La relacion entre calidad
seminal y fertiidad en el perro es escasa (Linde-Forsberg, 1995). Los examenes
laboratoriales que evallan cada compartimiento del espermatozoide individualmente
pueden no ser previsores efectivos de la fertilidad de una muestra (Graham y col., 1990).
Sin embargo, los analisis laboratoriales que evallan mdltiples caracteristicas del
espermatozoide pueden proporcionar una evaluacion mas exacta de la totalidad de las
funciones esperméticas y proporcionar una mejor prediccion del potencial fecundante de

una muestra (Amann y Hammerstedt, 1993).

La microscopia Optica suele ser utilizada para evaluar la viabilidad espermética y
la integridad acrosomal. El deterioro morfolégico de las estructuras del espermatozoide
inducido por la refrigeracion o congelacién puede ser analizado mediante microscopia
electrénica (Rodriguez-Martinez y col., 1993), o utilizando técnicas de coloraciéon como el
Spermac®, una coloracién metacromética que parece presentar la ventaja de que las
caracteristicas del diluyente no afectan a la calidad de las extensiones, ademas, el fondo

no adquiere el tono de la coloracién (Oettlé, 1986b).

Sin embargo, algunos de estos procedimientos exigen una extensa preparacion
de la muestra e implican un examen prolongado que, ademas, resulta en la evaluacion de
a penas algunas centenas de espermatozoides en una muestra. Adicionalmente, el
glicerol (que frecuentemente se emplea en la congelacién de semen) puede interferir con
las propiedades de coloracién de las tinciones supravitales, como la eosina, nigrosina y
azul de anilina. Los espermatozoides de algunas especies poseen acrosomas muy
pequefios, lo que hace la evaluacién por microscopio 6ptico muy dificil (Wilhelm y col.,
1996).

Recientemente han sido utilizados en la monitorizacion de la viabilidad,
funcionalidad e integridad de las distintas estructuras de los espermatozoides un

determinado numero de moléculas fluorescentes. Los marcadores fluorescentes
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aumentan la capacidad de distinguir células tefidas positiva y negativamente y han sido
validadas para el perro recientemente (Pefia y col.,, 1998d; 1999a). Los anticuerpos
monoclonales conjugados con fluorocromos y las lectinas marcadas con fluoresceina,
gue se unen a los contenidos y membranas acrosomales, pueden ser utilizados para

monitorizar la integridad acrosomal de los espermatozoides.

Los marcadores fluorescentes permiten el recurso a la citometria de flujo para
evaluar los diversos atributos de cada célula individualmente como -la viabilidad, -la
estructura cromosOmica, -la funcién mitocondrial, asi como de mudltiples caracteristicas
simultaneamente, incluyendo -la evaluacién simultdnea de la viabilidad celular y de la
funcién mitocondrial, - la viabilidad celular y la integridad acrosomal o, por otra parte, -la
viabilidad, -la funcidbn mitocondrial y -el estado acrosomal (Graham, 2001). El mejor aval
es numero de células que permite analizar por muestra puesto que es considerablemente

superior al de la microscopia de fluorescencia.

Por otra parte, se constata que durante los dltimos afios han sido desarrolladas
pruebas funcionales in vitro con el objetivo de detectar la integridad del acrosoma y de la
membrana plasmatica. Estas pruebas pueden ser empleadas para monitorizar la reaccion
acrosémica y la capacidad fecundante del espermatozoide antes o después de los
procesos de congelacidon y descongelacion o induccion de la capacitacion in vitro (Szasz
y col., 2000b). Como posibilidades para inducir la RA en los espermatozoides de
mamiferos tenemos la utilizacion de calcio ionéforo, zona pellucida, progesterona,
heparina. Uno de los obstaculos en la deteccion de RA se sitia en la dificultad de
observar la pérdida del acrosoma en espermatozoides vivos por microscopia de contraste
de fases y, por tanto, en diferenciar la pérdida degenerativa acrosomal que acompafia la

muerte del espermatozoide, de la RA verdadera (Mendoza y col., 1992).

Los estudios en el espermatozoide humano indican que la correlacién entre la
reduccion o ausencia de respuesta a la inducciéon de la RA mediante incubaciéon con
calcio iondforo y sub-fertilidad es significativa (Cummins y col., 1991). En el perro, los
primeros estudios acerca de la capacitacion y fertilizacion in vitro datan del 1978 (Mahi y
Yanagimachi, 1978), pero en los 10 afios posteriores no se produjo avance alguno en
este tema (Shimazu y col., 1992). Actualmente esté establecido que, en esta especie, la
respuesta inducida por el calcio ionéforo se traduce por un elevado porcentaje de RA,
comparativamente a otras especies, pese a que este proceso sea dependiente de la

concentracion de calcio existente en el medio (Szész y col., 2000b).
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La investigacion en la criopreservacion de semen de perro debe pasar por la
evaluacion de distintos crioprotectores y de agentes tampoén, la determinacién exacta de
las tasas de refrigeracion, congelacion y descongelacion, el uso de diluyentes de
descongelacion y por la evaluaciébn de varios aditivos, como detergentes. Estos
conocimientos deben conducir a mejoras en la viabilidad y preservacion de la morfologia
acrosomal postdescongelacién, asi como aportar una correcta evaluacion de las
funciones esperméticas, como las funciones de la membrana y la habilidad de
fecundacién a través de, por ejemplo, andlisis de fertilidad in vitro (England, 1993). Debe
aun existir un esfuerzo en el sentido de la estandarizacién de las técnicas de refrigeracion
y congelacion de semen de perro, en los métodos de analisis de la calidad seminal y en
el desarrollo de los instrumentos necesarios a la deposicién intrauterina de semen
(Brown, 1992).

Se estudian actualmente los efectos de la incorporacién de algunos aditivos en los
diluyentes de preservacion de semen de perro, como es el caso de algunos aminoacidos
al diluyente de congelacion (Pefia y col., 1998a) y detergentes (Rota y col., 1997; Pefia y
col., 1998c), azucares (Yildiz y col., 2000) o la pentoxifilina (Koutsarava y col., 1997).

Estas premisas nos han hecho estudiar otras posibilidades de mejora en la
conservacion del semen, tanto en refrigeracion como en congelacion. Basandonos en un
amplio estudio bibliografico, hemos desarrollado este trabajo encaminado a ver el posible
efecto mejorante de algunos aminoéacidos en la refrigeracion, asi como del etilenglicol y
de aminoacidos en la congelacion; efectos que han sido monitorizados por técnicas

especificas como se describe en el apartado de material y métodos.
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1.1. Objetivos

Objetivo general

Estudiar los efectos que la incorporacién de determinados crioprotectores, a los
diluyentes de refrigeracion y congelacion del semen canino, presenta sobre la motilidad
espermatica, integridad de la membrana plasmética y acrosomal, capacitacion, capacidad

de reaccion acrosdmica y funcionalidad mitocondrial.

Objetivos especificos

Los objetivos especificos de este trabajo han sido:

1. Analizar el impacto sobre la conservacion del semen de la adicion de distintas
concentraciones de aminoéacidos al diluyente de refrigeracion Tris-Fructosa-Acido citrico-
yema de huevo y determinar que concentracién de Taurina permite éptimos resultados

utilizando bajas proporciones de yema.

2. Valorar si el empleo de Etilenglicol como crioprotector en el diluyente de
congelacion, solo o en combinacion con glicerol o Pasta Equex STM, mejora la calidad

post descongelacion del semen conservado a -196°C.

3. Evaluar los efectos de la adicion al diluyente de congelacién de los aminoacidos
Taurina e Hipotaurina sobre la calidad del semen descongelado y su influencia en la

capacidad de los espermatozoides para sufrir reaccién acrosémica inducida.
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2.1. Principios generales de la criopreservacion de semen

La preservacion del semen en diversas especies es un importante campo de
investigacion, tanto para facilitar las posibilidades de reproduccion de diversos individuos y
asi salvaguardar las caracteristicas genéticas encaminadas a la mejora de las especies,
como para la conservacién de muchas especies y razas que estan en extincién o cuentan

con pocos ejemplares.

Como sabemos, el proceso de refrigeracion forma parte del proceso de congelacion
del semen; sin embargo, también puede utilizarse como método de conservacion a corto
plazo paralo que necesita medios diluyentes adecuados que deben contener componentes
especificos, es decir, una solucién tampén, sales, azlcares y sustancias que aporten una
cierta proteccién de la membrana contra el descenso de temperatura, como la yema de
huevo. A diferencia de la refrigeracién del semen, el proceso de congelacién necesita
también del empleo de un agente crioprotector que permita un descenso mayor de la
temperatura. Desde el descubrimiento del glicerol como agente crioprotector efectivo (Polge
y col., 1949) y del establecimiento de las técnicas basicas de criopreservacion, el semen de
una variedad de especies se congela y utiliza con éxito en la inseminacion artificial. Sin
embargo y con excepcion de los boévidos, la utilizacién generalizada de semen congelado no
se ha extendido a las otras especies domésticas (Parks y Graham, 1992; Holt, 2000), en
parte porque los protocolos de congelacion no proporcionaron resultados aceptables de
fertilidad (Parks y Graham, 1992). Las diferencias entre especies se deben principalmente a
diferencias en la fisiologia y la bioguimica del espermatozoide y, también, a las variaciones
en la anatomia y fisiologia del tracto reproductor femenino que dan lugar a importantes

diferencias en las caracteristicas del transporte espermatico (Holt, 2000).

La reduccién de la temperatura por debajo de los 37°C y, principalmente, de los 20°C
induce una serie de alteraciones de naturaleza biofisica en el espermatozoide (Amann y
Pickett, 1987). El mayor desafio paralas células en el proceso de congelacién no es resistir a
las bajas temperaturas del nitrégeno liquido, sino mantener la viabilidad en un rango de
temperaturas, entre los —15 y —60°C, que las células experimentan por dos ocasiones, es
decir, durante la congelacion y durante la descongelacion. A —196°C no se producen
reacciones térmicas, puesto que debajo de los —130°C no existe agua en el estado liquido
(Mazur, 1984).

Con el enfriamiento de la suspension celular por debajo de los 0°C, se producen una

serie de procesos nocivos para la célula que comienzan con la formacién de hielo en el
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compartimento extra-celular. La membrana plasmatica actia como barrera, impidiendo la
expansion de los cristales de hielo del medio exterior hacia el compartimento intra-celular
(Watson, 1979). Las sales no forman parte de los cristales de hielo, de modo que habra una
considerable concentracion de sales en la porcion remanente del agua no-congelada. El
aumento del gradiente osmético a través de la membrana plasmatica provoca la difusién del
agua intra-celular hacia el ambiente extra-celular, causando deshidratacion de la célula 'y de
la membrana plasmatica (Amann y Pickett, 1987). Por tanto la deshidratacién osmética, mas
gue la formacion de hielo intra-celular, es la principal causa de las alteraciones ultra-
estructurales de la membranay una de sus consecuencias es la pérdida de la selectividad de

la membrana (Parks y Graham, 1992).

Cuando las células estan sujetas a temperaturas inferiores a 0°C, inicialmente “stper-
refrigeran”. El modo en que recuperan el equilibrio depende del ritmo de refrigeracion y de su
permeabilidad al agua. Si el ritmo de enfriamiento es lento o si la permeabilidad al agua es
elevada, las células se equilibran por la transferencia del agua intra-celular hacia el hielo
externo, o sea, se equilibran por deshidratacion; pero si son refrigeradas rapidamente o si su
permeabilidad al agua es baja, éstas se van equilibrar, en parte, por congelacion intra-celular
(Mazur, 1970). El ritmo de enfriamiento debe, por tanto, tener en cuenta estos fenémenos
(Amann y Pickett, 1987).

La presencia de hielo extra-celular, aunque puede deformar las células, no causa
ruptura de la membrana plasmatica ni tampoco dafios irreversibles (Watson, 1979). Por el
contrario, la formacion intra-celular de cristales de hielo provoca lesion y muerte de la célula.
Dado que la formacion de hielo intra-celular es dependiente del ritmo de congelacion y
descongelacion, el estricto control del ritmo del descenso y del aumento de la temperatura
puede minimizar las lesiones celulares causadas por el hielo intra-celular. Sin embargo, si el
ritmo de congelacion es extremamente rapido el hielo intra-celular constituye micro-cristales

y los dafos derivados son muy reducidos (Amann y Pickett, 1987).

El éxito final de un procedimiento de congelacién esta condicionado por el proceso de
descongelacion. Si el ritmo de enfriamiento es rapido, el de calentamiento también lo debe
ser; alternativamente, si el ritmo de enfriamiento es lento también debe serlo el de
calentamiento. Las células que contienen micro-cristales de hielo intra-celulares deben ser
re-calentadas muy rapidamente a fin de evitar la re-cristalizacion de estos pequefios

cristales, en grandes cristales que pueden dafiar las células (Amann y Pickett, 1987).
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El proceso de criopreservacion incluye 5 etapas: dilucion, refrigeracion, adicion del
crioprotector, congelacion y descongelacion. Mientras que algunas fases son relativamente
inocuas, otras son muy estresantes, como es el caso de la refrigeracidon y la congelacién
(Watson, 1995). Cada etapa del protocolo ejerce una interaccién especial con la estructura,
la funcion de la membrana y con el metabolismo celular (Hammerstedt y col., 1990);
pudiendo el espermatozoide perder su capacidad de funcionar normalmente en cualquiera de
estas etapas (Watson, 1995). Por otra parte, dichas etapas del protocolo de congelacion se
influencian mutuamente, asi que los ritmos de cambio de temperatura elegidos en una
determinada etapa del proceso afectan directamente a los que se utilizaran en la etapa
siguiente (Hammerstedt y col., 1990). Es por tanto que el logro de una longevidad celular
maxima, requiera que el ritmo de descongelacion esté en concordancia con el ritmo

apropiado de congelacion (Mazur, 1984).

La mayor parte de los estudios de criopreservacion han sido empiricos, comparando
la eficacia de distintos tratamientos a través de pruebas de supervivencia in vitro (Watson y
col., 1992). El resultado de un protocolo de criopreservacion depende de una serie de
factores como la composicion del diluyente y la concentracion del crioprotector, el ritmo de
refrigeracion y de congelacion, y el ritmo de descongelacion (Mazur, 1984). Idealmente,
estos pasos deberian reducir al minimo los dafios celulares y asegurar una adecuada
longevidad in vivo e in vitro (Farstad, 1996). No obstante y a pesar de los progresos en los
protocolos de criopreservacion, los datos de motilidad y de integridad de la membrana
indican que solo cerca del 50% de las células sobreviven al proceso de congelacion (Curry,
2000).

Durante algun tiempo, se ha asumido que los espermatozoides que sobrevivian a los
procesos de refrigeracion, congelacion y descongelacion eran semejantes a las células
precongeladas, es decir, que no se verian afectados por los tratamientos de conservacion.
Sin embargo, Watson (1995) advierte que los espermatozoides supervivientes presentan
caracteristicas diferentes a las que tenian antes de la congelacién; lo que corrobora tras
observar que, utilizando mismo nimero de espermatozoides en inseminacion artificial, los
espermatozoides criopreservados proporcionan niveles de fertilidad mas reducidos que el
semen fresco (Watson, 1996). Asimismo, la evidencia de que la motilidad del semen
descongelado se mantiene durante menos tiempo, en comparacion con la del semen no-
congelado, permite concluir que los espermatozoides descongelados son menos resistentes

y que el proceso de congelacion altera las membranas (Parks y Graham, 1992).
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La membrana plasmatica del espermatozoide esta altamente compartimentada, y en
cada compartimiento presenta una composicion y organizacion caracteristica, lo que origina
propiedades fisicas y funciones distintas (Holt, 1984). Asi, cada compartimento es
susceptible alas variaciones de temperaturay a los dafios provocados por la congelacion de

un modo diferente (Hammerstedt y col., 1990; Parks y Graham, 1992).

Para Parks y Graham (1992), la conservacion de dichos compartimentos resulta
critica para las funciones del espermatozoide, ya que cada uno asume una funcién muy
especifica en la fecundacion. Estos compartimentos son principalmente: la red mitocondrio-
flagelar (importante en el metabolismo y motilidad del espermatozoide), el nicleo (necesario
para el almacenamiento estable del ADN), la cabeza (de cual destaca la porcion anterior,
fundamental para la apropiada activacion acrosémica) y el segmento posterior

(imprescindible para la unién espermatozoide-ovocito).

La refrigeracion y la congelacion son acontecimientos que pueden conducir a la
muerte o bien a alteraciones funcionales del espermatozoide. Las lesiones causadas en la
membrana y en los distintos organulos del espermatozoide derivan de dos de los principales
motivos de estrés de la criopreservacion: -las alteraciones de la temperaturay - la formacion
y disolucién de los cristales de hielo (Watson, 1995). Ademas de la cristalizacion, también
estan implicadas alteraciones osmdticas, que conducen a dafios celulares evidentes (Homfo
y Berg, 1989). En consecuencia, la motilidad y la integridad acrosémica disminuyen de modo

significativo, tras la congelacion y la descongelacion.

2.2. Impacto de la refrigeracién y la congelacion en la estructura y funcién

espermaticas

La reducida fertilidad del semen descongelado se atribuye principalmente a las
alteraciones en la estructura y funcion de la membrana durante los procesos de refrigeracion,
congelacion y descongelacion (Parks y Graham, 1992). En trabajos realizados con
eyaculados de morueco, se observa que tras el proceso de congelacién y descongelacion
solamente entre el 40 y 60 % de los espermatozoides preservan su motilidad, aunque a
penas un 20-30% se mantienen biolégicamente integros. Esto es indicativo de que la
motilidad y la estructura del espermatozoide se afectan en distinto grado, desconociéndose si
las alteraciones se producen simultdneamente o en distintas fases del proceso de

congelacion y descongelacion (Salamon y Maxwell, 1995).
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2.2.1. Susceptibilidad al choque térmico

Uno de los problemas mas evidentes en los procesos de conservacion del semen es
el conjunto de alteraciones en el espermatozoide, designadas colectivamente como “choque
térmico”. Dichas alteraciones se ponen en evidencia por la pérdida irreversible de viabilidad
que se produce cuando el espermatozoide se enfria rapidamente a 0°C y cuya sefial mas
evidente es la pérdida de motilidad tras el calentamiento (Quinn y White, 1966);
observdndose movimientos circulares de los espermatozoides y pérdida precoz de la
motilidad. Ademas se observan otras lesiones como son la disminucién de la produccién
energética y el aumento de la permeabilidad de la membrana (Watson, 1981a). Debido a
este fendbmeno, la refrigeracion previa a la congelacion se lleva habitualmente a cabo con
mucha precaucion, de modo que el enfriamiento se realiza lentamente, aunque ésto no evita

gue los cambios de temperatura originen alteraciones en las membranas (Watson, 2000).

La bibliografia consultada demuestra que el espermatozoide se hace susceptible al
choque térmico en la region proximal del cuerpo del epididimo, cuando la gota citoplasmética
se mueve en direccion a la porcion distal de la pieza intermedia; por tanto, durante la
maduracion del espermatozoide en el epididimo, éste adquiere la motilidad pero también la

susceptibilidad al choque térmico (White, 1993).

Existen evidencias de que el choque térmico y las lesiones irreversibles asociadas
resultan de alteraciones en la organizacion de los lipidos de la membrana del
espermatozoide o fases de transicion lipidica (Drobnis y col., 1993). A la temperatura
fisiologica, los fosfolipidos de membrana estan en un estado mas o menos fluido y sus
cadenas de acidos grasos son flexibles (De Leeuw y col., 1990). Se sabe que algunos lipidos
de la membrana del espermatozoide, los lipidos no-bicapa, asumen una disposicion
hexagonal, estando implicados en la formacién de un anillo alrededor de las proteinas que
integran la membrana (Parks y Graham, 1992). Asi que, la temperatura de la membrana
disminuye por debajo de la temperatura de transicion de cada uno de los fosfolipidos
individuales que la componen. Estos sufren la fase de transicion termotrépica del estado
liquido-cristalino al estado gel, comenzando a agregarse (Quinn, 1989). Concretamente, las
cadenas de acidos grasos toman rigidez y se aislan en dominios de gel, de los cuales son
excluidas las proteinas de la membrana que se concentran en areas fluidas; como se ha
demostrado mediante microscopia electronica (De Leeuw y col., 1990). Este fenébmeno
afecta las funciones de las proteinas, por ejemplo, en los canales proteicos i6nicos (Watson,
2000).
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Los lipidos no-bicapa son los que probablemente sufren en primer lugar la fase de
transicion, agregandose en micro-dominios de gel bi-capa. Tras la refrigeracion y
principalmente tras el calentamiento, los micro-dominios de lipidos bi-capa no restablecen
las asociaciones con los restantes componentes de membranay las regiones resultantes de
agregados hexagonales pueden potencialmente desestabilizar la membrana (Quinn, 1989).
La re-organizacion de los lipidos perturba principalmente las asociaciones normales lipido-
lipido y lipido-proteina que son imprescindibles para una funcion normal de la membrana
(Parks y Graham, 1992). La disposicion anormal de los fosfolipidos puede permitir la rapida
entrada de moléculas que en situaciones normales atravesarian la membrana lentamente
(Amanny Pickett, 1987). Tras la descongelacién, la capacidad de fusién y las respuestas de
la membrana a las sefiales de transduccién pueden también verse alteradas, lo que conduce
a la capacitacién precoz y, en consecuencia, a la reduccion de la longevidad del semen tras
la descongelacién (Watson, 1995). La figura 2.1 muestra la estructura de la membrana

plasmatica del espermatozoide y las alteraciones que sufre por el choque térmico.

Membrana ! 1 m : m

Refrigerada Tmm ﬁ mm
aec WUOUOLGEN] 18] [ jauguy i

Recalentada m ﬁﬁﬁ ﬁﬁﬁﬁﬁﬁ
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alterada a 37° C H ”“ gl:’

Figura 2.1. Estructura de la membrana celular del espermatozoide y de las alteraciones
inducidas por el choque térmico (Tomado de Serres, 2003).

La susceptibilidad al choque térmico varia con las especies, considerandose los
espermatozoides de toro y de cerdo entre los mas sensibles donde se manifiesta por
marcadas alteraciones en el movimiento de iones, con acumulacién de Ca®y pérdidas de K*

y Mg®. Por el contrario, los espermatozoides del hombre, aves, perro y conejo no evidencian
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alteraciones tan marcadas (Quinn y White, 1966). Ademas en los espermatozoides de toroy

cerdo se ha detectado acumulacion de Na* (De Leeuw y col., 1990).

Algunos constituyentes de la membrana espermatica son altamente importantes en el
grado de susceptibilidad de los espermatozoides de las distintas especies al choque térmico,
esto es, los fosfolipidos y los acidos grasos (Poulos y col., 1973; Darin-Bennetty col., 1974).
De hecho, espermatozoides de toro, cerdo y morueco, conocidos por su elevada
susceptibilidad al choque térmico, presentan una elevada ratio entre acidos grasos poli-
insaturados y saturados de aproximadamente 2,5-3,3, mientras que espermatozoides de
conejo y hombre presentan una ratio de 1. Dicha ratio tiene un efecto significativo en algunas
propiedades de los sistemas de membrana y esta correlacionado con la sensibilidad del
espermatozoide al choque térmico (Poulos y col., 1973). Asimismo, comparando la
composicion de fosfolipidos y de acidos grasos de la membrana espermatica de animales
considerados como relativamente resistentes al choque térmico, como es el caso del perroy
del gallo, se han observado también algunas diferencias en las proporciones relativas de
estos componentes. Sin embargo, la composicion en aldehidos y la ratio acidos grasos poli-
insaturados/saturados son semejantes en ambas especies, de aproximadamente 1 (Darin-
Bennett y col., 1974).

Otro factor también correlacionado con la susceptibilidad del espermatozoide al
choque térmico es la ratio colesterol/fosfolipidos, habiéndose observado que una ratio
superior a 0,5 confiere una mayor resistencia al choque térmico. Dadas las propiedades del
colesterol en la estabilidad e impermeabilidad de la membranay en el control de la fluidez de
las cadenas hidrocarbonadas de los fosfolipidos, éste proporciona una estructura
cohesionada en un determinado rango de temperaturas. El colesterol existente en el
espermatozoide de toro y de morueco es la mitad del existente en el espermatozoide del
conejo o del hombre (Darin-Bennett y White, 1977). El papel inhibidor del colesterol en la
desestabilizacién del acrosoma quedé probado en el trabajo de Cross (1996), quien identifica
al colesterol como el agente del plasma seminal que decapacita los espermatozoides. En el
espermatozoide humano se observo durante el choque térmico una pérdida relativamente
menor de K*, que se consideré como una sefial caracteristica de las lesiones del choque
térmico, asi como un menor descenso de la motilidad; hecho coexistente con el contenido

particularmente elevado en colesterol de su membrana (Drobnis y col., 1993).

En resumen, estos datos sugieren una fuerte relacion entre las ratios mencionadas y
la reaccién al choque, variable segun la especie, pese a la heterogeneidad de la membrana

del espermatozoide (Darin-Bennett y White, 1977) y a la especializacion de las membranas
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plasmaticas y acrosomales en zonas o dominios (Holt, 1984), lo que dificulta el

establecimiento de generalizaciones.

2.2.2. Alteraciones morfo-funcionales derivadas de la refrigeracion y la congelacion

2.2.2.1. Refrigeracion

Los principales dafios celulares inducidos por la refrigeracion incluyen alteraciones
morfolégicas como ruptura de la membrana plasmatica (principal estructura afectada durante
la refrigeracidn), degeneracion acrosomal y lesiones en las mitocondrias (De Leeuw y col.,
1990). La pérdida de las propiedades de selectividad en la permeabilidad de la membrana es
uno de los hechos que mas precozmente se producen en el proceso (Quinny col., 1980), y
gue, como hemos visto, esta asociada a las fases de transiciéon de los lipidos de la
membrana debidas al choque térmico (Watson, 1981a; 1995; Drobnis y col., 1993). Esta
pérdida de selectividad puede observarse mediante tincion intra-celular con colorantes
incapaces de atravesar la membrana cuando ésta permanece intacta (Medeiros y col., 2002).
En el cerdo, los dafios en la membrana plasmatica del espermatozoide asociados a la
criopreservacion estan atribuidos a la refrigeracion de las células hasta 5°C, mas que a los
procesos de congelacion-descongelacién (Maxwell y Johnson, 1997). En el toro, la dilucion y
refrigeracion a 5°C provocan edema del acrosoma en el 50% de los espermatozoides (Jones
y Stewart, 1979). La actividad respiratoria del espermatozoide disminuye, asi como la
glucaolisis, lo que provoca una reduccion en los niveles de ATP y por ello, la pérdida de la
motilidad. Por otra parte, el ADN sufre degeneracion. Las alteraciones bioquimicas del
espermatozoide estdn causadas sobretodo por la pérdida de la selectividad de la membrana

y por la pérdida de enzimas y de fosfolipidos (De Leeuw y col., 1990).

La refrigeracién anticipa las modificaciones de la membrana plasmatica que
normalmente se producen durante la capacitacion (Watson, 1995); observandose un
incremento en la tendencia de las células a mostrar patrones tipicos de los estadios de
capacitacion, cuando son tefiidas con colorantes especificos. Estos datos indican que la
refrigeracion induce un estadio equivalente a la capacitacién (Watson, 1996; Green y
Watson, 2001); fenémeno también observado a nivel de la reactividad y de la fluidez de la
membranay en las concentraciones celulares de iones, como es el caso del ca?, ya aludido
(Green y Watson, 2001). Ademas, el aumento de Ca*" intracelular durante la refrigeracion
contribuye alas alteraciones de capacitacion y al fenomeno de fusion entre las membranas

plasmatica y acrosomal externa (Watson, 2000).
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Sin embargo, estas alteraciones no reflejan la totalidad de los cambios detectados
durante la capacitacion in vitro, dando lugar a un estado de capacitacion “intermedia”. Estos
espermatozoides muy probablemente no permanecerian viables el tiempo suficiente para
alcanzar el lugar de fecundacion y por eso, no proporcionarian porcentajes de fertilidad
normales in vivo (principalmente cuando son inseminados en el tracto genital posterior). Por
otra parte, podrian sufrir la reaccion acrosémica precoz y serian incapaces de fecundar el

ovocito (Green y Watson, 2001).

2.2.2.2. Congelacién

En cuanto a los dafos sufridos tras la congelacion, Salamon y Maxwell (1995),
esclarecen que las membranas plasmatica y acrosomal son mas sensibles que el nicleo y
que la porcion intermedia; y que en el acrosoma, la membrana externa es mas vulnerable

gue la membrana interna y que su contenido, es decir, que el acrosoma propiamente dicho.

Las principales situaciones de estrés para las membranas en los procesos de
congelacion y descongelacion son de tipo térmico, mecénico, quimico y osmobtico;
incluyendo: -la adicion del crioprotector antes de la congelacion, -las alteraciones del
volumen de la célula, -las contracciones y expansiones de la membrana, en respuesta a las
soluciones hiperosméticas crioprotectoras, -la deshidratacion derivada de la congelacion, -las
fases de transicion de los fosfolipidos de membrana, asi como -los efectos de la elevada
concentracion de solutos y -la formacion intra-celular de hielo (Parks y Graham, 1992). En
consecuencia, los dafios en la membrana del espermatozoide incluyen alteraciones en su
organizacion, fluidez, permeabilidad y en su composicion lipidica (Watson, 1995). Ademas de
estos cambios se produce la pérdida de algunas proteinas de la membrana durante estos

procesos de congelacion y descongelacién (Ollero y col., 1998a).

La microscopia electrénica evidencia la pérdida de la integridad de la membrana,
constatada por plegamientos de la membrana plasmatica que rodea la regién acrosémica y
la regién intermedia (fotografia 2.1). También se ha observado la ruptura de la membrana

plasmatica (Rodriguez-Martinez y col., 1993).

En el acrosoma, las lesiones son mas marcadas tras la descongelacion, pero ya
empiezan a evidenciarse tras la dilucion, refrigeracion y equilibrio (Oettlé, 1986a). Estas
alteraciones originan un edema en su porcion anterior, que la microscopia electronica

muestra como expansiones de la matriz acrosomal en forma de pliegues y proyecciones.
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Parece ser que la membrana acrosomal externa se puede dilatar para cubrir el aumento del

area acrosomal (Aalseth y Saacke, 1985).

Fotografia 2.1. Formacion de repliegues de la membrana plasmatica; espermatozoide
canino (microscopia electrénica, 20000 aumentos).

El espermatozoide de morueco parece presentar mas edema que pérdida de material
acrosomal, por lo que las lesiones parecen estar restringidas sobretodo a las zonas apicales
sin afectar a las zonas lisas del acrosoma. La microscopia electrénica, ademas del edema,
permite visualizar una reduccion en la densidad del material existente en el interior de esta
estructura (Quinny col., 1969). Sin embargo, en la especie bovina, se ha sugerido que puede
producirse ruptura de la membrana plasmatica que cubre el acrosoma y de la membrana
acrosomal externa, con dispersion del contenido acrosomal en una elevada proporcion de

espermatozoides (Jones y Steward, 1979).

Los dafios acrosomales de muchas células, incluyendo la regiéon ecuatorial, se
manifiestan por la vesiculacion acrosémica, conocida como reaccién acrosémica “falsa” o
por degeneracion celular (fotografia 2.2). Esta reaccion consiste en la pérdida del acrosoma
debido a la desintegracion de las membranas acrosomal y plasmética durante la muerte
celular y, a diferencia de la reaccion acrosomica “verdadera” o fisiologica, estos
espermatozoides no representan la poblacién espermatica con posibilidades de fertilizar
ovocitos (Way y col., 1995). En ocasiones, la membrana plasmatica del espermatozoide
permanece intacta. Esta preservacion de la membrana plasméatica en casos en que el
acrosoma se presenta altamente modificado, es un aspecto notable. Este hecho puede

contribuir a la deteccién errénea de un bajo porcentaje de anomalias acrosémicas cuando se
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utiliza, como método de evaluacion de la morfologia espermatica, un equipo basico como el

microscopio de contraste de fases (Rodriguez-Martinez y col., 1993).

Fotografia 2.2. Presencia de vesiculas acrosomales; espermatozoide canino (microscopia
electrénica; 40000 aumentos) .

En la pieza intermedia se observo pérdida de la matriz mitocondrial con evidencia de
disminucion en la densidad eléctrica de la matriz (Quinn y col., 1969; Jones y Steward,
1979). Esta pérdida de material de las mitocondrias es esencialmente de naturaleza proteica
y no esta acompafiada por alteraciones en la membrana plasmatica que envuelve la pieza
intermedia o en la morfologia de las criptas mitocondriales (Quinny col., 1969). Sin embargo,
Jones y Steward (1979) observaron ruptura de la membrana plasmatica al nivel de la pieza
intermedia, que junto con la pérdida de matriz mitocondrial, no habian sido observadas en la
refrigeracion. En cuanto a los filamentos axiales y a las fibrillas, Quinn y col. (1969), afirman
que éstos mantienen integramente su forma y densidad, tanto en la pieza intermedia como

en la parte proximal de la pieza principal.

Los trabajos de Homfo y Berg (1989), sobre espermatozoides de zorro, han
sistematizado las distintas alteraciones morfolégicas detectadas por la microscopia
electronica en tres categorias principales, de acuerdo con la estructura afectada y el grado
de lesion. Asi, han considerado una primera categoria, en la cual se constatan discretas
alteraciones en la membrana plasmatica, pero acompafiada de vesiculacion y de
desprendimiento de la membrana acros6mica externa. La segunda categoria, la mas
frecuente segun los autores, consiste en una pronunciada vesiculacién de la membrana

acrosomica externa y desintegracion de la membrana plasmatica en el area proximal al
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segmento ecuatorial; en esta categoria, la densidad de la matriz acrosomal se encuentra
disminuida. Por ultimo, la tercera categoria, consiste en una extensa pérdida de la membrana

plasmética y ausencia total de la membrana acrosémica externa.

El microanalisis mediante el sistema de microscopia electrénica por excitacion de
rayos X, en el espermatozoide de perro, pone de manifiesto una marcada disminucién en la
cantidad de la mayor parte de los elementos que componen la cabeza del espermatozoide,
principalmente en las concentraciones de fosforo y sulfato, lo que sugiere alteraciones de la
cromatina durante el proceso de criopreservacion (Rodriguez-Martinez y col., 1993).
También se producen alteraciones significativas en los elementos constituyentes de la regién
post-acrosémica de la cabeza del espermatozoide, siendo notable la disminucion de los
niveles de potasio. Las alteraciones acrosémicas observadas en una elevada proporcién de
los espermatozoides, y la alteracién en la composicion de las cabezas sugiere que las
modificaciones inducidas por la criopreservacién pueden afectar a su longevidad y a su

capacidad fertilizante (Strém-Holst y col., 1998).

Las lesiones ultra-estructurales del espermatozoide durante la congelacion y la
descongelacién se acompafian de alteraciones bioquimicas y de la pérdida de algunos
constituyentes vitales (Salamon y Maxwell, 1995). La pérdida de enzimas en el proceso de
congelacion esta asociada al declive de la actividad metabdlica (Watson, 1981a) y se refleja
especialmente en las transaminasas ALT y AST, en la hidrogenasa y la deshidrogenasa
lactica (Singh y col., 1996). La determinacion de enzimas ha sido utilizada para evaluar la
integridad de las estructuras del espermatozoide tras la congelacion (Pace y col., 1981) y
tras la exposicion atratamientos con compuestos que inducen la disolucién de la membrana

del espermatozoide y del acrosoma (Churg y col., 1974).

Otro aspecto de la funcién espermatica afectado por la congelacion es el proceso de
capacitacion. El espermatozoide congelado y descongelado puede desarrollar reaccion
acrosémica y fecundacion con mas rapidez que un espermatozoide fresco no-capacitado
(Watsony col., 1992); presentando un estado semejante a la capacitacién que contribuye a
su reducida longevidad y su rapidez en penetrar los ovocitos sin incubacion (Watson, 1995).
Una vez capacitado, el espermatozoide exhibe unatasa metabdlica elevada (Cormiery col.,
1997), motilidad hiperactiva (Curry, 2000), aumento de la fluidez y de la permeabilidad de la
membrana y sino llega a alcanzar la fecundacion, sufre reaccidon acrosémica espontanea
debido al influjo descontrolado de Ca®* (Cormier y col., 1997). Sin embargo, una vez
alcanzado un determinado grado de desestabilizacion, el espermatozoide continta

progresivamente con la degeneracion de la funcién de membrana hasta un punto en que es
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incapaz de mantener la integridad de la misma, de modo que la capacitacion conduce

inevitablemente a la muerte celular de los espermatozoides que no fecundaron (Curry, 2000).

Las modificaciones derivadas de la congelacion afectan a la capacidad del
espermatozoide para mantener el aflujo del Ca?. Una posible interpretacién seria la
disminucion de la actividad de la fosfolipasa-A, tras la congelacion, responsable de la
reduccion de la actividad de la Ca**-ATPasa, de la cual resultan el subsiguiente aumento de

Ca’" en el espermatozoide y la capacitacion prematura (Cormier y col., 1997).

Asimismo, los trabajos de Pérez y col. (1996) evidenciaron, a través de la prueba de
tincion con clortetraciclina (CTC), que las alteraciones funcionales y estructurales derivadas
de la congelacion del espermatozoide de morueco resultaron en una mayor tendencia a la
capacitacion y a la reaccion acrosémica. Para Bailey y col. (2000), los futuros estudios en
criopreservacion de semen, considerando la mejora de la fertilidad del espermatozoide,

deben tratar de evitar o de revertir la crio-capacitacion.

La preservacion del espermatozoide canino también hace disminuir de modo
significativo la proporcion de espermatozoides no-capacitados. Las muestras de semen
refrigerado y congelado presentan proporciones de espermatozoides no-capacitados
considerablemente mas bajas que las muestras de semen fresco, presentando la tincion con
CTC una evidencia de patrones de fluorescencia tipicos de capacitacién. El tiempo necesario
para la capacitacion suele ser mas reducido en las muestras preservadas y los valores de los
pardmetros de motilidad espermatica, considerados como caracteristicos de la
hiperactivacién, mas altos; de modo que, el incremento en la velocidad curvilinea (VCL) y en
el desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) se observaron con mayor precocidad en las
muestras preservadas. Este grupo de espermatozoides que se desestabiliza con el proceso
de criopreservacion, puede perder rapidamente su capacidad fertilizante, lo que disminuiria

la proporcion de espermatozoides disponibles para la fecundacion (Rotay col., 1999a).

Centola y col. (1990), utilizando la microscopia de fluorescencia con marcadores
especificos del nucleo y del acrosoma, demostraron que después de un ciclo de congelacion
y descongelacién aumentaba el nUmero de espermatozoides no-viables que habian sufrido
una falsa reaccion acrosémica, asi como también aumentaba el porcentaje de
espermatozoides viables con reaccion acrosomica. Por otra parte, disminuian los
espermatozoides viables con acrosoma intacto. La menor fertilidad del semen congelado y

descongelado podria, segun estos autores, estar relacionada con la disminucién del nimero
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de espermatozoides con acrosomas funcionales e intactos, factor esencial para su unién a la

zona pelucida.

Por otra parte, varios estudios indican que el ciclo de criopreservacion aumenta la
peroxidacion de los lipidos de la membrana espermética originando la formacion de
especies reactivas del oxigeno (ERO) y la reduccién del contenido en fosfolipidos,
especialmente los poli-insaturados (como la fosfatidilcolina y la fosfatidiletanolamida). Estas
alteraciones y la reduccién en la actividad de la enzima superoxido-dismutasa, uno de los
sistemas de proteccion de la célula contra los efectos oxidativos, contribuyen a una funcion
espermatica defectuosa con disminucion de la motilidad (Alvarez y Storey, 1992). El
contenido elevado en acidos grasos insaturados de los fosfolipidos hace al espermatozoide
mas susceptible a las lesiones de peroxidacion, que ademas de afectar a la motilidad,

también afectan al metabolismo, la ultra-estructura y la fertilidad (White, 1993).

Durante la preparacion del semen para la congelacion se puede reducir la
peroxidacion procediendo bajo condiciones anaerébicas, o adicionando anti-oxidantes o
agentes quelantes (Holt, 2000). Hasta el momento, no hay muchos estudios sobre la
produccion de ERO durante la criopreservacion del semen de perro ni sus efectos en las
funciones espermaticas. Las Tablas 2.1y 2.2 muestran un resumen de las consecuencias de

la congelacién sobre el espermatozoide y de como afectan a la fertilidad, respectivamente.

Tabla 2.1. Consecuencias de la congelacion

e Alteraciones en la estructura proteico-lipidica de la membrana
e Disminucion de la fluidez de la membrana

e Aumento de la permeabilidad de la membrana

e Pérdida de enzimas y de fosfolipidos

e Disminucion de la actividad metabélica

Disminucion del consumo de ATP

Plegamientos de la membrana plasmatica

Edema e rarefaccion del acrosoma

Vesiculacion acrosémica

Formacion de radicales de oxigeno

Tabla 2.2. Implicaciones en la funcionalidad espermatica

Muerte celular

Disminucion de la motilidad

Aumento de los espermatozoides capacitados
Reaccién acrosémica precoz

Reduccién de la longevidad
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2.3. Protocolos de refrigeracién y congelacidn

Tanto la refrigeracidbn como la congelacion requieren unos pasos que es necesario
seguir para logar la mejor proteccion posible de las células, hasta su utilizacion en

inseminacion artificial o fecundacion in vitro.

2.3.1. Dilucién y empleo de crioprotectores

Tras la obtencién del semen, el primer paso a seguir es la dilucién en un medio
adecuado para la supervivencia de las células durante su procesado y conservacion. El tipo
de diluyente elegido y los ritmos especificos de refrigeracion, congelacién y descongelacion
son factores altamente importantes en la calidad del semen calentado o descongelado, pues
influencian la morfologia y la motilidad de los espermatozoides y éstas, a su vez, influencian
los indices de concepcion tras la inseminacion artificial. En esencia, los diluyentes deberan
mantener la osmolaridad, el pH y la concentracion adecuada de iones del eyaculado. Es
fundamental que el diluyente aporte una fuente de energia y proteja a los espermatozoides
de los dafios causados por la congelacion y la descongelacion (England, 1993) y también por

la refrigeracion y posterior calentamiento (Province y col., 1984; Bouchard y col., 1990).

Existen referencias de inseminaciones artificiales en la perra de los siglos dieciocho
practicadas por Spallanzani y diecinueve por Rissi y Heape (Oettlé, 1993). Los primeros
trabajos publicados sobre conservacién del eyaculado de perro mediante refrigeracidn son
de 1952 (Brocharty Coulomb, 1952), mientras que el primer registro de inseminacion artificial
exitosa con semen diluido y refrigerado data de 1954 (Harrop, 1954). Los diluyentes
utilizados en estos estudios contenian yema de huevo con solucién de citrato de sodio o
fructosa (Brochart y Coulomb, 1952), o bien la leche pasteurizada (Harrop, 1954). Tras estos
trabajos, otros autores aportaron mas conocimientos sobre los efectos de distintos diluyentes
en la refrigeracion del semen de perro (Foote, 1964; Foote y Leonard, 1964; Gill y col., 1970;
Seager y Fletcher, 1972). En 1975, Andersen adapt6 al semen canino el diluyente TRIS-
Fructosa-Acido Citrico con 20% de yema de huevo y glicerol al 8%; sin embargo, hoy se
considera que para la conservacioén en refrigeracion del semen de perro esta desaconsejado
el uso de glicerol, ya que presenta un efecto depresivo en la motilidad (Province y col., 1984).
En los afios 80 y 90 los diluyentes utilizados para refrigeracion estaban constituidos
esencialmente por yema de huevo o leche (Province y col., 1984; Bouchard y col., 1990).

Tanto la yema de huevo como la leche aportan lipoproteinas de baja densidad,
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principalmente fosfolipidos que actian estabilizando las membranas nucleares sin que se

produzcan cambios aparentes en la composicion de las mismas (Parks y Graham, 1992).

La primera referencia de inseminacion artificial exitosa con semen congelado de
perro data de 1969 y fue realizada por Seager, consiguiéndose el nacimiento de 2 cachorros
tras deposicion intra-vaginal del semen. La misma técnica de inseminacion fue empleada en
los trabajos siguientes del mismo autor (Seager y Fletcher, 1973), y por Andersen (1972);
pero los malos resultados de este ultimo hicieron que el autor diera importancia al lugar de
deposicion del semen, asi que opt6 por la deposicidn intra-uterina a través del canal
cervical con el auxilio de un espéculo apropiado y de un catéter metalico (Andersen, 1975),

gue se conoce como catéter transcervical escandinavo.

En los primeros trabajos sobre congelacion de semen de perro se utiliza el formato de
pellets o pildoras (Seager, 1969), mientras que en los trabajos posteriores Andersen (1972;
1975) emplea pajuelas de polivinilpirrolidona para el envasado y almacenamiento del semen.
Pese a que los trabajos relacionados con la congelacion en pellets refieren resultados
exitosos (Thomasy col., 1993) se reconoce actualmente que es preferible la utilizacion de las
pajuelas, ya que los pellets comportan un mayor riesgo de contaminaciones, por agentes
infecciosos o por espermatozoides de otros perros; ademas del inconveniente de que su
identificacion es mas dificil (Linde-Forsberg, 2002). También es unanimemente reconocido

gue la utilizacion de las pajuelas permite un mejor control de la descongelacién.

2.3.1.1. Situacién actual de los procesos de refrigeracién y congelacién parael semen

canino

En las distintas especies domesticas, incluida la especie canina, se han realizado una
considerable cantidad de investigaciones con el objetivo de mejorar la viabilidad y la
motilidad del semen preservado y, consecuentemente, la fertilidad. Para ello, los protocolos
de refrigeracién y congelacion han sido objeto de distintos estudios sobre el uso de distintos
diluyentes, diferentes proporciones de crioprotectores, ritmos de refrigeracién, equilibrio y
protocolos de congelacion y descongelacion (Salamon y Maxweel, 1995; Farstad, 1996),
llevados a cabo por diversos grupos de investigacién en las dos Ultimas décadas. Los
avances en los equipamientos y en las técnicas de evaluacién del semen han posibilitado
analizar y conocer mas ampliamente el impacto de los diluyentes en la longevidad, motilidad

y velocidad de los espermatozoides tras la refrigeracion (Rotay col., 1995; England y Ponzio,
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1996; Pinto y col., 1999; Iguer-Ouada y Verstegen, 2001a) y la congelacién (Silva y
Verstegen, 1995; Rota y col., 1997; 2001; Szasz y col., 2000a).

En la actualidad, el diluyente de semen canino mas utilizado en situaciones practicas
y experimentales sigue siendo el TRIS-Fructosa-Acido Citrico, con 20% de yema de huevo y
glicerol al 8%, si se pretende la congelacion (Dobrinski y col., 1993; Silva y Verstegen, 1995;
Rota y col.,, 1997), diluyente éste conocido por proporcionar indices de concepcién
razonables. Sin embargo, las investigaciones mas recientes estudian las posibilidades de
suplementacion de este diluyente con diversos azlcares como la trehalosa, la xilosa y la
maltosa (Yildiz y col., 2000), metilxantinas como la pentoxifilina (Koutsarova y col., 1997) y
detergentes biolégicos como la Pasta Equex (Rota y col., 1997, 1999b; Pefia y col., 1998c;
Tsutsui y col., 2000 a,b; Pefa y Linde-Forsbherg, 2000; Pefia y col., 2003a); los Unicos
aminodcidos estudiados en esta especie han sido la prolina y la glicina-betaina (Pefiay col.,

1998a), obteniéndose con la adicién de prolina buenos resultados post-descongelacion.

Los estudios més recientes siguen investigando y comparando los protocolos de
congelacion a fin de mejorar la supervivencia espermatica post-descongelacion. Pero no
podemos olvidar, para obtener un elevado porcentaje de nacimientos en esta especie, la
necesidad de una rigurosa monitorizacion del ciclo estral de la perra y el uso de una
apropiada técnica de deposicion intra-uterina del semen descongelado; factores éstos tan

importantes como el método utilizado en la criopreservacion.

El uso de semen congelado fue aprobado por el AKC (American Kennel Club) en
1981, y tras 6 afios y medio se contabilizaron 101 registros de camadas (Concannon vy
Battista, 1989). La dificultad en canalizar el cérvix canino para realizar la inseminacioén intra-
uterina puede ser el origen del poco interés suscitado hasta entonces por la congelacién del
semen de esta especie (Smith, 1986), pero los autores coinciden en que este método
proporciona resultados bastante mas satisfactorios (Fontbonne y Badinand, 1993). Durante
el afio 2000 el AKC registré 658 camadas obtenidas con semen congelado, lo que denota la
existencia de un gran interés entre los criadores por estas técnicas, en la actualidad (Linde-
Forsberg, 2002). En la bibliografia se encuentran referenciados indices de nacimientos tras
inseminacion intra-uterina con semen descongelado del orden de 67% y 74% (Farstad, 1984;
1996) y de 73,6% (Fontbonne y Badinand, 1993).

En Espafia no hemos tenido una normativa legal para el uso de semen canino
congelado hasta el afio 2002, cuando la RSCE (Real Sociedad Canina de Espafia) aceptoy

reguld esta practica (www.cryocel.com, 2003).
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2.3.1.2. Papel de los crioprotectores

El proceso de criopreservacion ideal debe preservar, en la mayor proporcion posible,
la integridad de las diferentes estructuras del espermatozoide (Watson, 1995). La utilizacion
de un agente crioprotector es indispensable en la minimizacion de los dafios que se
producen en los espermatozoides durante el proceso de criopreservacion (Gaoy col., 1995);
pues los crioprotectores tienen efectos notables sobre los fenémenos que acompafian a la
congelacion y la descongelacion de las células vivas, proporcionando proteccion contra las
fuertes alteraciones que se producen en las estructuras celulares y extra-celulares y en la

composicion quimica (Fahy y col., 1990).

La yema de huevo y la leche han sido los primeros componentes utilizados para
preservar a los espermatozoides del efecto del frio. Estas son sustancias crioprotectoras
puesto que durante los procesos de refrigeracion y congelacion (Pickett y Komarek, 1966)
minimizan la pérdida de los lipidos de membrana aportandole fosfolipidos de bajo peso
molecular (Graham y Foote, 1987). Los crioprotectores se han clasificado segun su
capacidad para atravesar la membrana: en penetrantes como glicerol, DMSO, etilenglicol, y
en no-penetrantes incluyendo determinados azucares (Hammerstedt y col., 1990). Como
se describe mas adelante, en la actualidad se incorporan a los diluyentes otras sustancias
como detergentes y aminodcidos, combinadas generalmente con glicerol, esperando
preservar mejor la capacidad motil y fecundante de los espermatozoides en los procesos de

refrigeracion y congelacion.

2.3.1.2.1. Yema de huevo

La yema de huevo es un componente basico que esté presente en casi todos los
diluyentes para refrigeracion y congelacion, cuyas caracteristicas protectoras contra el frio
son conocidas desde los trabajos de Phillips y Lardy (1940). Debido a la compleja naturaleza
de la yema, los investigadores se encontraron con dificultades para determinar los factores
especificos responsables de los efectos beneficiosos y de su modo de actuacion;
Kampschmidt y col. (1953) precisaron que la yema contribuia beneficiosamente de dos
maneras distintas: por resistencia, protegiendo contra el choque térmico y por conservacion,
consiguiendo la supervivencia del espermatozoide. Asi, la porcidn lipidica constituida por los
fosfolipidos, lecitina y cefalina, es efectiva en la proteccién contra el choque térmico; hecho
confirmado por Blackshaw (1954), quien precisé que la lecitina era el principal fosfolipido

protector. También Quinn y White (1966), constataron que la lecitina impide el influjo y la
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acumulacion de Ca?* en el espermatozoide de toro y morueco. Durante el tiempo en que se
desarrollé esta investigacion sobre el empleo de la yema de huevo, algunos trabajos
atribuyen la actividad protectora de la yema, contra los choques térmicos y la pérdida de
motilidad, a la interaccion con la membrana (Watson, 1975a), mas concretamente, a la débil
interaccion de los fosfolipidos de la yema con la membrana plasmética (Quinn y col., 1980).
Ademdas de Graham y Foote (1987) han sustentado que las lipoproteinas de baja densidad
son los componentes de la yema que consiguen el efecto crioprotector, evitando el choque
térmico y preservando la integridad de la membrana (Pace y Graham, 1974; Foulkes, 1977;
Watson, 1981b).

También se atribuyen a la yema propiedades protectoras contra los efectos toxicos
del plasma seminal que desestabilizan la membrana del espermatozoide. De modo que, la
cantidad de yema contenida en el diluyente deberia ser proporcional a la cantidad de plasma
seminal en el semen diluido. Asi, en casos en que el semen esté muy diluido existe,
consecuentemente, una reducida concentracion de plasma seminal y por ello, las
concentraciones de yema pueden ser reducidas sin impacto negativo en la fertilidad
(Shannon y Curson, 1983 a; b).

La estabilizacion de la membrana del espermatozoide humano por efecto de layema
ha sido también confirmada por los trabajos de Bielfeld y col. (1990); quienes comprobaron
gue la eliminacion de la yema por lavado originaba un aumento significativo del nimero de
espermatozoides con reaccidn acrosdmica, siendo posible que mientras la yema se elimina
haya una aceleracion en la pérdida de colesterol y fosfolipidos, lo que causaria la

desestabilizacion de la membrana y, de este modo, la reaccién acrosémica.

Las investigaciones posteriores sobre la naturaleza de esta proteccién han revelado
que la fraccién catidnica e hidrosoluble de la yema, debido a su carga, compite con los
péptidos catidnicos del plasma seminal en la unién a la membrana del espermatozoide,
evitando los efectos negativos de los péptidos (Vishwanath y col., 1992). Otro trabajo
reciente se refiere nuevamente a las lipoproteinas de baja densidad, esta vez, como
responsables del secuestro de las proteinas del plasma seminal en el semen de toro
(Manjunath y col., 2002).
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2.3.1.2.2. Glicerol

El glicerol es el crioprotector mas utilizado en los protocolos de congelacion del
semen de perro, y practicamente en todas las especies domésticas. Su descubrimiento como
agente crioprotector se debe a Polge y col. (1949) y ha marcado un avance notable en la
preservacion del semen, por medio de la congelacion. Esta sustancia ocupa
simultaneamente la membrana y los compartimentos extra e intracelulares (Mazur, 1984).
Sin embargo, Amann y Pickett (1987), asi como Almlid y Johnson (1988), sugieren que su
principal efecto crioprotector se ejerce a nivel extra-celular. Su funcidn a este nivel consiste
en aumentar el volumen del medio extra-celular y la proporcién de agua en estado de no-
congelacion, haciendo disminuir las concentraciones de los electrdlitos y por tanto,
minimizando los “efectos de solucién” (Mazur, 1984); ademas, y mediante la estimulacion
osmética de la deshidratacién celular, consigue disminuir el volumen del agua intra-celular
disponible para congelarse (Medeiros y col., 2002). Los efectos sobre la osmolaridad celular
no son los unicos, el glicerol también parece ejercer un efecto directo en la membrana

plasmatica (Parks y Graham, 1992).

Para Quinn y White (1966), dado que las consecuencias del choque térmico y de la
congelacion en el espermatozoide producen drasticos cambios en las concentraciones de
cationes, una de las funciones protectoras del glicerol parece ser precisamente impedir la
acumulacion de Ca* en el espermatozoide; demostrando que la asociacion de glicerol con
yema de huevo, citrato sédico y fructosa protege al espermatozoide de toro y de cerdo
contra el influjo de Na" y el aflujo de K*. Ademas, para Medeiros y col. (2002), el glicerol
también disminuye el estrés osmético intracelular resultante de la deshidratacion que se
produce por la sustitucién del agua intra-celular, necesaria para el mantenimiento del
volumen celular, por la interaccion con iones y macromoléculas e incluso por la depresién del

punto de congelacién del agua.

Por otra parte, existe consenso en que a pesar de que el glicerol protege las
membranas del espermatozoide durante la criopreservacion, también ejerce una cierta
toxicidad celular (Fahy y col., 1990) que afecta a la membrana plasmatica (Hammerstedt y
col., 1990). Las alteraciones resultantes pueden mermar la fertilidad del espermatozoide,
aunque tenga motilidad tras la descongelacion (Watson y col., 1979) y seguramente una
adecuada produccioén de energia, ya que puede afectar a otros aspectos importantes (Amann
y Pickett, 1987).
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Los efectos téxicos del glicerol comprenden alteraciones de: -las caracteristicas
fisicas del citoplasma, en su organizacion y viscosidad, -la permeabilidad y la estabilidad de
la membrana plasmatica, -la union no-covalente de las proteinas a la superficie del
espermatozoide, y -el metabolismo y equilibrio bioenergético (Hammerstedt y Graham,
1992). Es probable que el glicerol influya en la reorganizacion de los fosfolipidos y de las
proteinas de la membrana plasmaética y, de este modo, afecte al potencial de fusion de la
membrana (Amann y Pickett, 1987). Sin embargo, el glicerol es prejudicial para las
estructuras del espermatozoide en distintos grados, pareciendo gue las membranas de las
mitocondrias estdn mas afectadas que las membranas acrosomales y plasmatica (Garnery
col., 1999).

La sensibilidad a los efectos téxicos del glicerol varia considerablemente con la
especie. Por ejemplo, la susceptibilidad del espermatozoide de cerdo, principalmente para
las lesiones acrosomales, puede justificar la baja fertilidad del espermatozoide descongelado
en esta especie, cuando se compara con especies mas resistentes como el toro (Curry,
2000). También en el espermatozoide equino el glicerol deprime la fertilidad (Bedford y col.,

1995), algo semejante a lo que sucede en el espermatozoide de cerdo (Demicky col., 1976).

La concentracion Optima para una determinada especie representa siempre un
compromiso entre los efectos protectores y los efectos toxicos (Watson y col., 1979). Por otra
parte, la preservacion de la motilidad y la integridad de las membranas (plasmética y
acrosomales) exigen concentraciones de glicerol ligeramente distintas (Almlid y Johnson,
1988). Sin embargo, un estudio sobre la congelacion del espermatozoide de cerdo pone en
evidencia que es posible congelarlo sin glicerol cuando los diluyentes contienen el 10% de

azucar (maltosa mono-hidrato) y el 30% de yema de huevo (Abdelhakeam y col., 1991).

Investigaciones sobre la criopreservacion del espermatozoide humano manifiestan la
interferencia ejercida por el glicerol en la capacidad fertilizante puesto que, en comparacién
con muestras frescas no tratadas se obtienen indices menores de penetracion de ovocitos
por espermatozoides descongelados. Sin embargo, cuando el glicerol esta presente durante
la capacitacién espermaticay la penetracién de ovocitos, se consigue un porcentaje bastante
elevado de penetracion. También parece ser que después del tratamiento con glicerol el
espermatozoide desarrolla una dependencia al mismo, y que en su ausencia se reduce dicha
capacidad de penetracion (Jeyendran y col., 1985). Otros estudios sobre la penetracion de
zona peldcida por espermatozoides frescos de morueco muestran que la adicion del 10% de
glicerol al semen diluido, 30-90 minutos antes de la incubacion, estimula la penetracion de la

zona,; concluyendo los autores que el glicerol estimula y sincroniza la reaccion acrosomica,
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lo que podria ser una de las causas de los bajos indices de concepcion tras inseminacion
con semen congelado y descongelado. Los mecanismos que justifican este hecho pueden
estar relacionados con la union de los &cidos grasos al glicerol que desestabilizaria la
membrana o incluso con el aumento de la presién osmdética del medio de cultivo debido a la

mera adicion del glicerol (Slavik, 1987).

La supervivencia del espermatozoide descongelado puede estar influenciada por el
modo en que el glicerol es adicionado antes de la congelacién (Fiser y Fairfull, 1989) y por
como es eliminado tras la descongelacion, ya que ambas operaciones pueden crear un
considerable estrés osmotico, resultando en dafios celulares (Gao y col., 1995). El estrés
osmético estéa relacionado con las diferencias en la permeabilidad relativa al glicerol y al
agua de la membrana plasmatica. Tras la exposicién a un soluto permeable, como es el caso
del glicerol, el espermatozoide encoge debido a la pérdida del aguay después se hincha, asi
gue el agua y dicho soluto permeable entran en la célula. Cuando estas células se
suspenden en un medio iso-osmotico, inicialmente se hinchan ya que el agua entra en la
célula y después encogen debido a que tanto el agua y como el soluto se mueven hacia el

exterior de la célula (Ball y Vo, 2001).

La motilidad y la integridad de la membrana parecen estar afectadas de modo distinto
por el estrés osmoético, asi que la motilidad es mucho mas sensible a las condiciones aniso-
osmdticas que la integridad de membrana, especialmente en condiciones hipotdnicas frente
a hipertonicas (Gao y col., 1995). Tras la exposicion a condiciones de estrés hipo-osmatico,
los dafos en el espermatozoide no revierten por la exposicidon posterior a condiciones iso-
osmdticas, ya que la motilidad no mejora después del restablecimiento de la osmolaridad
normal. Ademas, el potencial de membrana de las mitocondrias esta afectado por las
situaciones de estrés osmotico. Por tanto, las lesiones en la membrana plasmética y en las
mitocondrias pueden estar asociadas al declive de la motilidad observado en el estrés
osmético (Ball y Vo, 2001). La tolerancia osmotica relativa del espermatozoide parece diferir
entre especies, dado que la capacidad relativa del espermatozoide para sobrevivir al estrés
osmdtico esta relacionada, en parte, con la capacidad del espermatozoide para sobrevivir a

la criopreservacion (Wessel y Ball, 2004).

La adicion de glicerol y la pérdida intracelular de agua durante la congelacion reducen
casi a la mitad el volumen (isoténico) del espermatozoide mientras que durante la
descongelacion, cuando se suspende en una solucién isoténica, la célula expande 2 veces

su volumen (Parks y Graham, 1992). Hammerstedty col. (1990) proponen un mecanismo de
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acomodacion del volumen de la membrana a través de la formacion de pliegues hacia el

interior (invaginacion) y exterior (evaginacion).

El hecho de que el glicerol también puede ser nocivo en la descongelacion fue
observado por Amann y Pickett (1987), quienes sostienen que durante la descongelacion, al
contrario que en la refrigeraciéon y la congelacién, el glicerol se desplaza del interior hacia el
exterior de la célula. Cuando la permeabilidad de la membrana es insuficiente, para
acomodar este movimiento, resultan dafios permanentes que estardn seguramente
exacerbados cuando el espermatozoide se coloca en el tracto genital femenino, que es hipo-

osmoético frente al diluyente.

Otros autores defienden que mas que la rapida adicidn del glicerol es su rapida
eliminacién lo que origina mayores dafios a las células, observandose declives en la
viabilidad, motilidad y potencial de las membranas mitocondriales; de modo que su retirada
por dilucién en medio isotonico y en un solo paso resulta perjudicial para la motilidad e
integridad de la membrana del espermatozoide fresco equino (Ball y Vo, 2001); habiéndose
comprobado mejoras significativas en la dilucion en varios pasos (Wessel y Ball, 2004). Sin
embargo, el tipo de dilucién tras la descongelacion no afecté la motilidad del espermatozoide

descongelado.

Otro importante aspecto en todo este proceso es la temperatura elegida para la
adicién de glicerol: a 37°C, a temperatura ambiente (22-25°C), o a 4-5°C (Hammerstedt y
col., 1990). En el espermatozoide de cerdo, su adicion a 5°C permiti6 una mejor
supervivencia pos-descongelacion que a 30°C; independientemente de que la adicion y la
retirada del glicerol se hayan realizado bien en uno o varios pasos (Fiser y Fairfull, 1989). El
hecho de que la motilidad y la integridad acrosomal se mantuvieran en niveles razonables
tras la rapida dilucion pos-descongelacion, con la consecuente disminucion de la
concentraciéon de glicerol, hace prever que los efectos del estrés osmoético sean menos

importantes que los efectos toxicos (Fiser y Fairfull, 1989).

En el perro no se observaron diferencias entre la adicion de glicerol en uno o varios
pasos, a latemperatura ambiente o a 5°C (Fontbonne y Badinand, 1993), y tampoco entre la
adicion de glicerol a 37°C versus a 4°C tras 1 o 2 horas de refrigeracion (Pefiay col., 1998b).
Estos resultados permitieron concluir que el glicerol penetra rapidamente en el
espermatozoide, tal como ya lo habia comunicado Almlid y Johnson (1988) para el
espermatozoide de cerdo. Silva y col. (2003) tampoco encontraron diferencias en la adicion

del glicerol en uno o 3 pasos en la motilidad, longevidad y morfologia; sugiriendo que el
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espermatozoide canino parece ser, en comparacion con otras especies como el caprino,

menos sensible a los dafios osmaoticos causados por la adicion del glicerol en un paso.

En relacion a las concentraciones de glicerol empleadas en la congelacién del
espermatozoide de perro, los trabajos refieren indices de gestaciéon mas importantes con
niveles entre 4 y 8% (Ferguson y col., 1989). También en los trabajos de Cardoso y col.
(2003) con un diluyente de agua de coco, los porcentajes de 4, 6 y 8% han proporcionado
buenos resultados en la preservaciéon de la motilidad, velocidad y morfologia del
espermatozoide canino. Mientras, otros trabajos sugieren que la motilidad pos-
descongelacion es superior con glicerol a 8% que a 4 o 6% (Mayenco y Gémez-Cuétara,
1996; Pefa y col., 1998b).

En los espermatozoides de perro, algunos de los efectos prejudiciales del glicerol son
ya conocidos; se sabe que la adicién de este crioprotector afecta a la union de los
espermatozoides a los ovocitos homélogos, a pesar de no afectar tan severamente a la
morfologia, la motilidad y la preservacién del acrosoma. Habiéndose sefialado que la
deteccion de las lesiones causadas por el estrés osmaotico y provocadas por la adicion del
glicerol pueden no observarse mediante los procedimientos de tincion rutinaria ya que, la
deteccion del grado de dafio en el espermatozoide puede depender bastante del método de
evaluacion. El estudio de la penetracion de ovocitos homaologos es un método mas completo

de evaluacion que la valoracion de la morfologia y la motilidad (Hay y col., 1997a).

2.3.1.2.3. Dimetilsulfoxido

Los efectos téxicos del glicerol han impulsado el estudio del empleo de otros
crioprotectores como el dimetilsulfoxido (DMSO). Esta sustancia permite la fusion de las
membranas a una temperatura aproximada de 0°C, evitando la difusién de los cationes y
demas componentes intracelulares a través de las roturas de membrana causadas por la
formacion intracelular de hielo (Shier, 1988). Su adicién al diluyente no ha sido beneficiosa
para la supervivencia del espermatozoide descongelado de perro, sélo o en combinacién con
el glicerol, resultando en una marcada reduccion de la motilidad (Olar y col.,1989). También
se han utilizado otras sustancias, que sustituyen o se combinan con glicerol, con mejor éxito
que el DMSO, como el etilenglicol, la pasta Equex® e incluso amino&cidos, esperando

conseguir una mejor proteccion de las membranas.

34



Revisién Bibliografica

2.3.1.2.4. Etilenglicol

El etilenglicol (EG) es un polialcohol (C,HsO,) crioprotector cuyo peso molecular
(62,07) es inferior al del glicerol (92,10) (Massip, 2001). Es utilizado universalmente en la
congelacion de tejido ovarico (Rodrigues y col., 2004; Demirci y col., 2003) y de embriones

de distintas especies (Le Gal y col., 1993; Massip, 2001; Nowshari y Brem, 2001).

La utilizacion de EG como crioprotector, en la congelacion del semen de toro ha
ejercido un menor efecto inhibitorio en la motilidad que el glicerol o el DMSO (Guthrie y col.,
2002), reduciendo la extension de las conocidas “lesiones osméticas” y presentando por
tanto, potencial como crioprotector alternativo al glicerol. En el semen ovino, el EG utilizado a
concentraciones entre el 1,5y el 6% ha proporcionado buenos porcentajes de motilidad pos-

descongelacion (Molinia y col., 1994).

En la congelacién del espermatozoide equino, Montovani y col. (2002) consideran,
basandose en los valores de la motilidad progresiva del espermatozoide descongelado, que
el EG podria sustituir al glicerol si se utiliza en la misma concentracion que éste (3%), o
incluso mas reducida. Asimismo, los trabajos de Henry y col. (2002) en esta especie lo han
sugerido, y ademas puntualizan que el EG, solo o en combinacién con glicerol, ha
proporcionado buenos resultados en la motilidad progresiva y en la preservacion de la
integridad de la membrana del espermatozoide y del acrosoma. La posibilidad de que el EG
provoque menores “lesiones” osmoticas que otros crioprotectores en el espermatozoide
equino, considerado como un espermatozoide con limitada capacidad de tolerancia a
condiciones aniso-osmoticas, tendria como consecuencia un menor perjuicio para la
motilidad y la viabilidad tras la descongelacion; hecho también observado por Ball y Vo
(2001). Por otra parte, los trabajos de Alvarenga y otros (2000) han concluido que las
propiedades crioprotectoras del EG han sido semejantes a las del glicerol en la congelacién
del espermatozoide equino, a niveles de conservacion de la motilidad y de integridad

acrosomal.

En otras especies como el ratén, en que la congelacion del eyaculado es considerada
mas dificil que en las restantes especies domesticas (Sztein y col., 2001), el EG parece un
crioprotector prometedor, capaz de minimizar las lesiones de la membrana plasmatica (Agca
y col., 2002). Por el contrario, Storey y otros (1998) evidenciaron en esta especie una rapida
pérdida de la integridad del espermatozoide fresco en presencia de 6% de EG. La adicion de
EG al 4°C al semen de la Chinchilla lanigera aporté mayor proteccién que la adicion de

glicerol (Carrascosa y col., 2001).
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En la congelacion del semen de perro, el EG parece aportar resultados comparables
a los del glicerol, al nivel de motilidad y velocidad espermética, asi como en la preservacion
de su estructura (Santos y col., 2001), e incluso, podria sustituir al glicerol (Soares y col.,
2002). Ademas, la buena respuesta del espermatozoide tras la exposicién a soluciones
hipertonicas de EG hace sugerir que este puede ser utilizado como crioprotector alternativo
al glicerol (Songsaseny col., 2002). Sin embargo, otro estudio muestra que la integridad y la
motilidad han sido mejor preservadas con glicerol al 7% que con EG al 7 y 4% (Cavalcanti y
col., 2002).

2.3.1.2.5. Adicion de azlcares

Los azucares han sido afiadidos a los medios diluyentes como sustancias capaces de
aportar energia a los espermatozoides pero disacaridos como trehalosa y sucrosa pueden
proporcionar estabilizacion de la membrana debido a su capacidad para asociarse a las
membranas mas fuertemente que el glicerol (Anchordoguy y col., 1987). Adicionalmente,
Chen y col. (1993) aseveran que las membranas de los espermatozoides de toro son
impermeables a los disacaridos, pudiendo causar remocion parcial del agua del
espermatozoide, y asi reducir la posibilidad de formacion de hielo intra-celular. En este
trabajo los azucares trehalosa y sucrosa causaron pequefias mejoras en la supervivencia
durante el proceso de congelacion y descongelacion. En los trabajos de Woelders y col.
(1997), la trehalosa y sobretodo la sucrosa ejercieron proteccion contra los dafios derivados
de la congelacion rapida. Para estos autores, la presencia de los azucares hace a las
membranas del espermatozoide bovino menos vulnerables a las rapidas alteraciones que
ocurren durante el rapido aflujo de agua; siendo también probable que altere el patrén de

cristalizacion, previniendo de igual modo las lesiones de congelacion rapida.

2.3.1.2.6. Adicion de Equex®

El sodio-dodecil-sulfato (SDS) es un detergente soluble, ambifilico y aniénico que
solubiliza eficazmente los lipidos de membrana (Helenius y Simons, 1975). El SDS y la
trietanolamina-lauryl-sulfato son los principios activos de la Equex- STM Paste y la Pasta

Equex.

En la bibliografia, los primeros trabajos que informan de la inclusion de estos

compuestos en los diluyentes de congelacion versan sobre la congelacion de semen de
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cerdo (Graham y col., 1971a,b; Pursel y col., 1978), y hacen referencia a sus efectos
beneficiosos en la preservacion de la motilidad y en la integridad del espermatozoide post-
descongelacion (Grahamy col., 1971a) asi como, en la preservacion del acrosomay de su
capacidad fecundante (Pursel y col., 1978). Posteriormente, fueron constatados sus efectos
beneficiosos en la motilidad y en la preservacion de los acrosomas en el espermatozoide
bovino (Ahmad y Foote, 1986; Arriola y Foote, 1987). La adicién de Equex STM Paste a los
espermatozoides de ciervo dio lugar a buenos resultados en el mantenimiento de la
motilidad, viabilidad e integridad acrosomal (Cheng y col., 2004). También su inclusién en el
proceso de congelacion de espermatozoides de morueco mejora significativamente su
motilidad pos-descongelacion (El-Alamy y Foote, 2001), asi como la motilidad y en la
preservacion del acrosoma en la congelacién de espermatozoides de macho cabrio (Aboagla
y Terada, 2004). Su adicion también ha sido beneficiosa en la criopreservacion del
espermatozoide epididimario del raton (Penfold y Moore, 1993; Nakatsukasa y col., 2001).
Sin embargo, el Equex STM Paste ha reducido la longevidad pos-descongelacién de
espermatozoides epididimarios de gato, con disminucion en el porcentaje de
espermatozoides motiles y de membranas intactas, a pesar de presentar efectos positivos en

la integridad del acrosoma (Axnér y col., 2004).

Mientras que en los primeros trabajos los efectos protectores de estos compuestos
eran atribuidos a una interaccion con la yema de huevo o con la membrana del
espermatozoide (Graham y col., 1971a), los trabajos posteriores han precisado que su
accion principal parece pasar por la modificacion de los componentes de la yema de huevo
(Pursel y col., 1978; Arriola y Foote, 1987; Penfold y Moore, 1993); concretamente los
fosfolipidos, que es probable actien aumentando la permeabilidad de la membrana del
espermatozoide y reduciendo el stress osmaético en la congelacion y la descongelacion
(Arriola y Foote, 1987).

La adicidn de estos compuestos detergentes a diluyentes desprovistos de yema
acarrea marcados efectos nocivos en la preservacion del acrosomay en la motilidad (Pursel
y col., 1978; Foote y Arriola, 1987); recomendandose que siempre que se reduzca el
porcentaje de yema también reduzca proporcionalmente la concentracién de detergentes
(Arriola y Foote, 1987). Este hecho parece ser corroborado por otro estudio, en el que
concentraciones elevadas de SDS proporcionan efectos nocivos en la motilidad e integridad
acrosomal, que se pueden atribuir al aumento de moléculas libres del SDS, no unidas a la
yema, y que se unen directamente a la membrana del espermatozoide causando efectos
prejudiciales (Aboagla y Terada, 2004). Es probable que la yema neutralice el potencial

efecto espermicida de los detergentes o que la interaccibn yema-espermatozoide en el
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equilibrio, previo a la adicion de los detergentes, impida la aparicion de lesiones (Foote y
Arriola, 1987).

En el espermatozoide de perro, los efectos beneficiosos del Equex STM Paste, han
sido demostrados a nivel de la integridad de la membrana inmediatamente tras la
descongelacion, durante la incubacion in vitro al 38°C y a lo largo de su longevidad (Rota y
col., 1997; Pefa y col., 1998c). En relacion a la motilidad, los efectos beneficiosos fueron
observados inmediatamente tras la descongelacion (Pefiay col., 1998c) y tras 1, 2y 3 horas
de incubacion (Rotay col., 1997); utilizandose una concentracion del 0,5%. También Tsutsui
y otros (2000a; b) encontraron efectos beneficiosos en la motilidad y en la preservacion de
los acrosomas con la utilizacién de porcentajes del 0,5-1%. Sin embargo, los efectos
beneficiosos de este detergente no quedaron probados en la fertilidad in vivo, esto es,
porcentaje de gestaciones y nimero de fetos (Rota y col., 1999b), al contrario de lo que

observaron Tsutsui y otros (2000c).

Adicionalmente a los efectos sobre la motilidad y la integridad de membrana, Pefiay
Linde-Forsberg (2000), observaron mejoria en la calidad de la motilidad espermética con el
Equex STM Paste, sin que fueran perceptibles los patrones de motilidad indicativos de
hiperactivacion cuando los espermatozoides se someten a condiciones de capacitacion in
vitro. Segun estos autores, sus efectos beneficiosos sobre la membrana plasmatica resultan
de lareduccion de las fases de transicidn lipidica y de la proteccién de las bombas iGnicas de
membrana, de modo que las concentraciones intra-celulares de Ca?* serian mas bajas. La
adicion de Equex STM también mejora la capacidad de union a la zona pellcida de los

espermatozoides preservados (Strom Holst y col., 2000).

La fuente del SDS es importante, el estudio comparativo entre los efectos del Equex
STM Paste y de la Pasta Equex reveld que la Gltima no proporcion6 mejoras, mientras que la

primera ha mejorado motilidad, supervivencia y longevidad in vitro (Pefia y col., 2003a).

El momento de la adicién del SDS es otro aspecto a tener en cuenta, parece ser que
sus efectos son mas evidentes cuando el espermatozoide se expone a esta sustancia al final
del periodo de equilibrio, antes de la congelacion, en vez de durante todo el periodo de
equilibrio (Pefiay Linde-Forsberg, 2000). Esta menor duracion de la exposicion ha sido mas
beneficiosa, sobretodo, para preservar la morfologia de los acrosomas que la motilidad
espermédtica (Pursel y col., 1978). Parece evidente que el contacto prolongado del

espermatozoide con el SDS o con las lipoproteinas solubilizadas de la yema, ejerce un
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efecto negativo y directo en las membranas dandoles un exceso de fluidez (Pefia y col.,
2003a).

Hay que tener en cuenta que el SDS, cuando es utilizado a una elevada
concentracion y dado que es un detergente anionico muy comunmente utilizado en la
solubilizacién de membranas, causa su lisis y ruptura (Helenius y col., 1979); siendo por
tanto, empleado en la extraccién de las proteinas del espermatozoide al 2% (Mendozay col.,
1992) y en la descondensacion de la cromatina nuclear (Huret, 1986), en el espermatozoide
humano. Otros detergentes, como el Triton X-100 y la Hiamina 2389, son utilizados para -
inducir la reaccién acrosémica y la activacion, posiblemente por modificacion de los
componentes de la superficie y de la estructura de la membrana del espermatozoide y
alteracion su permeabilidad (Yanagimachi, 1975) e incluso, para inducir la disolucién de la
membrana del espermatozoide y del acrosoma y asi estudiar el contenido enzimatico de esta

estructura y la liberacion de enzimas de la pieza intermedia (Churg y col., 1974).

2.3.1.2.7. Adicién de aminoacidos

La adicién de aminoacidos en los diluyentes parece tener resultados positivos tanto
en la refrigeracibn como en la congelacion del semen de especies pecuarias. Las
caracteristicas que poseen estos componentes han motivado su inclusién en los medios de

dilucion para refrigeracion y congelacion de semen de diferentes especies.

La suplementacion con taurina de un medio de refrigeracién mejoré la motilidad y la
supervivencia del espermatozoide equino tras 24 h de almacenamiento (ljaz y Ducharme,
1995). La glicina-betaina aument6 la motilidad de los espermatozoides de toro mantenidos
en condiciones de refrigeracion (Zhang y col., 2001) y la adicién de L-arginina permitié un
incremento en el metabolismo del espermatozoide epididimario del macho cabrio

protegiéndolo contra la peroxidacion lipidica (Srivastava y col., 2000).

La adicion de taurina en los medios de congelacion resulté en una mayor motilidad
tras la descongelacion en el toro (Chen, 1993) y en el ovino (Sanchez-Partida y col., 1997),
asi como la prolina en el morueco (Sanchez-Partida y col., 1992; 1998), en el perro (Pefiay
col., 1998a) y el caballo (Trimeche y col., 1999). La inclusion de glutamina también resulté en
mayor motilidad y velocidad espermatica en el hombre (Renard y col., 1996), en el caballo
(Trimeche y col., 1999) y en el espermatozoide epididimario del macho cabrio (Kundu y col.,
2001).
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Distintos investigadores atribuyen estas mejoras a caracteristicas metabdlicas
(Renardy col., 1996) y crioprotectoras de los aminoacidos (Renard y col., 1996; Pefay col.,
1998a), junto con la proteccion que permiten contra el choque térmico gracias a la
interaccién con los fosfolipidos de membrana (Sanchez-Partida y col., 1998) y a propiedades
osmorreguladoras (Sanchez-Partida y col., 1997; Trimeche y col., 1999). También es
sefialada la proteccion contra los dafios causados por la peroxidacion lipidica (ljaz y
Ducharme, 1995; Srivastava y col., 2000). Para Chen y col. (1993), los aminoacidos son
capaces de aportar proteccion a la membrana del espermatozoide, lo que aumenta su
supervivencia en el tracto genital de la hembra. Ademas, a los aminoacidos se les atribuyen
propiedades potenciadoras de la eficacia del glicerol (Kundu y col., 2001). No obstante, es
sabido que sus mecanismos de proteccién son independientes del glicerol y no podran
sustituirlo (Renard y col., 1996; Trimeche y col., 1999). Por otra parte, concentraciones
elevadas de aminoacidos suelen ser prejudiciales, ya que una elevada presion osmatica
anula los efectos beneficiosos (Trimeche y col., 1999). Otros autores advierten que sin yema
o glicerol en el diluyente de congelacion los efectos protectores de los aminoacidos no son

observados (Sanchez-Partida y col., 1992).

a. Taurina e hipotaurina

Lataurina (acido 2-aminoetano sulfonico) es uno de los aminoacidos libres presentes
en mayores concentraciones en los tejidos animales (Huxtable, 1992). Este aminoacido
regula una vasta serie de funciones bioldgicas tan diversas como el ritmo cardiaco, la
temperatura corporal, la excitacibn neuronal, la visién, la motilidad espermética, el
metabolismo energético y la osmorregulacion (Jacobsen y Smith, 1968; Huxtable, 1992;
Shaffery col., 2000). También su precursor, la hipotaurina, participa en la proteccién de las
membranas biologicas bajo aquellas situaciones que conduzcan a la peroxidacion lipidica
(Pasantes-Morales y Fellman, 1989) y en la regulacion osmética del fluido uterino humano,

donde la taurina es el aminoacido que se encuentra en mayor cuantidad (Casslén, 1987).

En la mujer se supone que, a parte de la osmorregulacidn, la taurina puede actuar en
el mantenimiento de la motilidad del espermatozoide en el fluido uterino, protegiéndole contra
la influencia adversa de las elevadas concentraciones de K" existentes en este ambiente
(Casslén, 1987). La taurina y la hipotaurina estan igualmente presentes en el fluido del
oviducto y/o del utero de animales como la vaca (Meizel y col., 1980; Guérin y col., 1995),
coneja (Meizel y col., 1980; Miller y Schultz, 1987; Guérin y col., 1995), macaca (Meizel y
col., 1980) y cerda (Guérin y col., 1995).
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Los efectos de la taurina en las membranas alteradas por la peroxidacion lipidica son
probablemente mediados por una accion reguladora, evitando la pérdida de iones y la
excesiva entrada de agua a la célula, lo que contribuye al mantenimiento de la integridad
funcional y estructural (Pasantes-Morales y Fellman, 1989). Pese a este efecto, la taurina
parece no tener un efecto anti-oxidante directo (Aruoma y col., 1988; Pasantes-Morales y
Fellman, 1989). Contrariamente, la hipotaurina parece ser un eficaz quelante del ién hidroxilo
(OH) (Aruomay col., 1988; Fellmany Roth, 1985; Pasantes-Morales y Fellman, 1989), y el
CIOH" (Aruomay col., 1988). Los tejidos poseen sistemas capaces de oxidar la hipotaurina
dando lugar a la taurina, que proviene de la reaccién del radical OH™ con la hipotaurina
(Fellman y Roth, 1985).

En el tracto reproductivo masculino de varias especies se encuentran niveles
significativos de taurina e hipotaurina, como en el hombre (Meizel y col., 1980; Holmesy col.,
1992), el cobayay el hamster (Meizel y col., 1980), el ratén (Kochakian, 1975; Fraser, 1986),
el toro (Guériny col., 1995) y el cerdo (Van der Horst y Grooten, 1966; Johnson y col., 1972).
Van Der Horst y Grooten (1966), aislan taurina e hipotaurina en el semen de perro y Buff y

col. (2001) en el de gato.

Las elevadas concentraciones de hipotaurina en el tracto reproductor masculino
pueden estar justificadas por su papel anti-oxidante en la proteccién de las membranas de
los espermatozoides, que en general, son altamente insaturadas (Huxtable, 1992). En el toro,
los niveles de hipotaurina y taurina son varias veces superiores a los del hombre (Guérin 'y
col., 1995). En el perro, la presencia de hipotaurina en el espermatozoide y en el plasma
seminal fue demostrada por Van der Horst y Grooten (1966). En el cerdo, ambos
aminodcidos estan presentes en el espermatozoide, el fluido epididimario y las vesiculas
seminales; sobretodo asociados a la fraccion rica en espermatozoides del eyaculado y
también del epididimo (Johnson y col., 1972), como ya lo habia reflejado el trabajo de Van
der Horst y Grooten (1966). En el ratén también estan presentes elevadas concentraciones
de taurina y de hipotaurina en el epididimo, principalmente de taurina en la cola del
epididimo; demostrandose también la relacién entre testosterona e hipotaurina, dado que
tras la castracion casi desaparece la hipotaurina de la préstata y de la vesicula seminal,

reapareciendo tras la administracién de testosterona (Kochakian, 1975).

La presencia de taurinay, sobretodo, de hipotaurina a elevadas concentraciones en el
plasma seminal sugiere que el epididimo o el testiculo son sus lugares de origen (Johnson y
col., 1972). Sin embargo, datos revelados por métodos inmunohistoquimicos dan a conocer

que la localizacion de la taurina en el tracto reproductivo del ratén incluye las células
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intersticiales del testiculo (las células de Leydig), las células endoteliales vasculares vy,
principalmente, las células epiteliales del conducto eferente. El epididimo asi como los
tubulos seminiferos han resultado imuno-negativos, lo que permitié a los autores sugerir que

el lugar especifico de produccion de taurina sean los conductos eferentes (Lobo y col., 2000).

En el hombre, la taurina y la hipotaurina estan presentes a niveles significativos en el
propio espermatozoide, pero sélo la taurina ha sido detectada en el fluido seminal. Los
niveles de hipotaurina espermética se encuentran disminuidos en los eyaculados de hombres
infértiles, en cuanto que los de taurina estdn aumentados, lo que sugiere que en estos
pacientes se produce un incremento en la oxidacién que permite la conversion de hipotaurina

en taurina (Holmes y col., 1992).

Estudios previos han probado que incubando el semen de hamster con taurina, ésta
estimula y mantiene la motilidad durante la capacitacion (Mrsny y col., 1979; Leibfried y
Bavister, 1981; Alvarez y Storey, 1983; Fraser, 1986) igual que con hipotaurina, y que ambas
son eficaces en la estimulacion de la fecundacion in vitro en el hamster (Leibfried y Bavister,
1981). Aunque ambas se consideran eficaces en la estimulacién de la motilidad del
espermatozoide de hamster, la capacidad de la hipotaurina es 3 veces superior a la de la
taurina (Gwatkin, 1983).

Los efectos de proteccion y osmorregulacion de la taurina en situacion de estés hiper-
osmdtico en el espermatozoide del chimpancé han sido demostrados en el trabajo de Ozasa
y Gould (1982). Este papel osmorregulador también es atribuido a la hipotaurina en el

espermatozoide de cerdo (Jonhson y col., 1972).

Algunos trabajos en el espermatozoide del conejo dan a conocer que la taurina y la
hipotaurina previenen la pérdida de motilidad del espermatozoide e inhiben la peroxidacion
lipidica, siendo la hipotaurina mas eficaz que la taurina. La presencia de hipotaurina en un
medio con elevadas concentraciones de K* redujo la produccién del anion superdxido (0,%),
uno de los radicales de oxigeno que mas induce la peroxidacion lipidica en el
espermatozoide del conejo, lo que demuestra sus efectos protectores. El modo de accion de
estos aminoacidos en el mantenimiento de la motilidad del espermatozoide puede ser a

través de la inhibicion de la peroxidacion lipidica (Alvarez y Storey, 1983).

Otra posibilidad de actuacion de la taurina y la hipotaurina en el mantenimiento de la
motilidad espermatica, sugerida a partir de los trabajos de Mrsny y Meizel (1985), es a través

de la inhibicién de la enzima Na™-K* ATPasa. La disminucion de la actividad de esta enzima
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reduce el influjo del K* extra-celular, y asf, sus efectos inhibitorios sobre la motilidad del
espermatozoide. Adicionalmente, otro posible mecanismo derivado de la inhibicion de esta
enzima es el aumento de los niveles intra-celulares de Ca®*, y, en consecuencia, la motilidad
espermatica (Mrsny y Meizel, 1985). El posible papel de la taurina en la modulacion del flujo
de Ca*" fue objeto de estudios anteriores; asi, algunos trabajos sugieren la interferencia de la
taurina en la cinética del Ca®* en la contractibilidad cardiaca, bien porque aumenta la afinidad
de las estructuras celulares por el Ca®* (Dolara y col., 1973a) o la capacidad mitocondrial de
unién al Ca*, afectando al consumo mitocondrial de oxigeno (Dolara y col., 1973b). En el
sistema nervioso central y periférico, la taurina también puede actuar como modulador de la
excitabilidad de membrana, disminuyendo la concentracién intra-celular del Ca?" libre
(Kuriyama, 1980). No obstante, la incubacién en un medio que contenia taurina no afecté a la
motilidad ni a la concentracion intra-celular libre del Ca?* del espermatozoide de gallo, en los
trabajos de Barna y col. (1998), aunque estos autores defienden que la taurina afecta de

alguna manera la formacion del huevo.

Posteriormente, se demostro que la adicion de hipotaurina reactiva la motilidad de los
espermatozoides inmoviles de hamster. Teniendo en cuenta que la reactivacion se produjo
tras el lavado y dilucion de los espermatozoides en un medio quimicamente definido, se
sugirio que la hipotaurina podria ser necesaria para la manifestacion de la motilidad
espermatica en el hamster y que su pérdida en los lavados y dilucion seria el factor
responsable de lainmovilizacion del espermatozoide (Boatmany col., 1990). También Fraser
(1986) habia observado previamente la disminucion de la motilidad tras el lavado de
espermatozoides epididimarios de raton y su posterior incremento después de la adiciéon de

taurina.

La taurina, a parte de ejercer un efecto positivo en la motilidad espermética, influye
positivamente en la fecundacion (Leibfried y Bavister, 1981) y en el desarrollo embrionario;
de hecho, la inclusién de taurina en un medio de cultivo dio lugar a un mayor niamero de
embriones de 2 células que alcanzaron la fase de blastocisto (Dumolin y col., 1992).
Ademas, sus niveles se elevan en los fluidos uterinos durante el periodo de pre-implantacién

de los embriones de conejo (Miller y Schultz, 1987).

Pese al papel fundamental que la taurina parece tener en el mantenimiento de la
motilidad espermética en el hamster (Mrsny y col., 1979; Leibfried y Bavister, 1981), su
presencia no es imprescindible en el ratén, lo que hace deducir diferentes respuestas a la
adiccion de taurina e hipotaurina en las diferentes especies (Fraser, 1986). En el hombre, la

suplementacion del medio de preparacién de los espermatozoides con hipotaurina no afecto
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a la motilidad progresiva de los espermatozoides, asi como tampoco ejercié una proteccion
de la integridad del ADN, ni afecté a la produccion de ERO; sin embargo, consiguié una
significativa proteccion contra éste y contra los dafios ejercidos por el H,O, en el ADN celular
(Donnelly y col., 2000).

La taurina también es capaz de influir en la capacitacién espermatica. Ya desde las
primeras investigaciones se observan probables efectos en la estimulacion de la capacitacion
del espermatozoide de hamster (Mrsny y col., 1979), ademas Meizel y col. (1980) consideran
gue la taurina y la hipotaurina pueden mantener y estimular la motilidad espermatica asi

como estimular la capacitacion y/o la reaccién acrosémica.

b. Glutamina

Los efectos protectores de la glutamina quedaron probados en los trabajos
realizados sobre la congelaciéon de fibroblastos de hamster (Kruuv y col.,1988; Kruuv y
Glofcheskl, 1990; 1992), donde se demuestra que tanto la glutamina como también la prolina

aportaron mayor proteccion celular que otros 15 aminoacidos (Kruuv y Glofcheski, 1992).

El mecanismo de proteccion de la glutamina en la congelacion de fibroblastos parece
ser independiente del DMSO, propileneglicol (Kruuv y col.,1988) o glicerol (Kruuv y
Glofcheski, 1990) y actua protegiendo las proteinas de la membrana con lo que contribuye a
la manutencion de su actividad funcional (Kruuv y col.,1988). Sin embargo, en la congelacion
de enzimas como la alcohol-deshidrogenasa hepética, la glutamina no actla independiente
del DMSO (Heinz y col., 1990) asi como en la proteccién de la Ca®**-ATPasa del reticulo
sarcoplasmético del musculo esquelético, donde la glutamina aporta una proteccién mediana
(Lalonde y col., 1991).

c. Prolina

Este aminoacido existe naturalmente y a elevadas concentraciones en las plantas
halofitas, estando su concentracién directamente correlacionada con la tolerancia a la sal.
Estos datos sugieren que sus funciones estan relacionadas con la regulacion osmética
celular, en medios salinos (Steward y Lee, 1974). Estudios en cloroplastos han demostrado
su papel crioprotector, observandose también que aporta resistencia a las plantas donde se

acumula (Heber y col., 1971).
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Por otra parte, estudios realizados en la congelacién de fibroblastos han demostrado
la eficacia crioprotectora de la prolina en la preservacion de la estructura y la funcién de las
membranas (Rudolfh y Crowe, 1985; Anchordoguy y col., 1987; Kruuv y Glofcheski, 1990).
También presenta efecto protector en la congelacién de enzimas como se ha probado con la

lactato-deshidrogenasa (Carpenter y Crowe, 1988).

El mecanismo protector de las membranas parece iniciarse con la interaccion
hidrofébica de la prolina en las cadenas de hidrocarbonadas de la membrana (Anchordoguy
y col., 1987).

2.3.1.2.8. Otros compuestos

En conjunto con otros crioprotectores como el glicerol, ciertas sustancias han sido
utilizadas con éxito, como el factor activador de plaquetas (PAF) y la pentoxifilina, ambos
han mejorado la motilidad pos-descongelacién del espermatozoide humano (Bell y col.,
1993). Igualmente, la adicién de lacto-albiumina bovina, la vitamina E, asi como el
colesterol, BSA (albumina sérica bovina) y el plasma seminal bovino y ovino (Olleroy col.,
1996; 1998b) han protegido al espermatozoide ovino de los dafios de la criopreservacion. La
vitamina E ha sido igualmente beneficiosa en la proteccion contra la peroxidacion lipidica en
el espermatozoide de macho cabrio (Srivastava y col., 2000). La inclusiébn de acidos
linoleico-oleico y vitamina E conjuntamente con proteinas del plasma seminal presenta
efectos beneficiosos en la supervivencia del espermatozoide de morueco y previene los
dafios de la membrana derivados del choque térmico (Pérez-Pé y col., 2001). Sin embargo,
Alvarez y Storey (1993) no encontraron efectos beneficiosos en la presencia de BSA ni de
vitamina E en la preservacion de la motilidad pos-descongelacion del espermatozoide

humano.
2.3.1.3. Periodos de refrigeraciéon y de equilibrio

Un aspecto a tener en cuenta en un protocolo de congelacion es el periodo de
refrigeracion, es decir, incluyendo desde la recogida y dilucion del semen hasta que éste

alcanza a una temperatura de 4-5°C y el siguiente periodo de equilibrio, a esta

temperatura, antes de congelacion.
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Para Januskauskasy col. (1999), es importante que la refrigeracién o enfriamiento se
realice bajo condiciones 6ptimas, puesto que los espermatozoides de la mayoria de los
mamiferos son sensibles al enfriamiento rapido, pudendo afectar a su supervivencia
postdescongelacion. Estos autores estudiaron dos ritmos distintos de refrigeracion (4,2°C/min
y 0,1°C/min) de los espermatozoides de toro, a lo largo de un periodo de 4 horas para
refrigeracion y siguiente equilibrio, no existiendo diferencias significativas entre los

pardmetros de viabilidad y fertilidad.

Los trabajos de Fiser y col., (1996) en el espermatozoide de cerdo muestran los
efectos beneficiosos de periodos largos de equilibrio, observandose mejores porcentajes de
espermatozoides moviles y de mantenimiento de la integridad acrosomal tras 4 horas de
equilibrio a 5°C. Estos trabajos evidenciaron que no es necesario un crioprotector como el
glicerol a ésta temperatura, ya que el semen sin glicerol se comporta de igual modo que el
semen “glicerolado” a la exposicién a 5°C; pareciendo que este periodo de equilibrio seria
sobretodo importante para que puedan producirse alteraciones en la membrana plasmética
del espermatozoide, haciéndole menos susceptible a las lesiones de la criopreservacion, ya
que, como evidencié Almlid y Johnson (1988) la penetracion del glicerol es muy rapida. El
equilibrio se obtiene en muy poco tiempo (menos de 30sg), no necesitando, por ello, de un
periodo de exposicion largo. Estos datos hicieron que Fiser y col. (1996) se cuestionaran la
necesidad de equilibrio del espermatozoide en la presencia de un crioprotector, en este caso
el glicerol, o si, como sugieren, que el semen sea expuesto a la temperatura de 5°C y que
glicerol sea adicionado en cualquier momento proximo a la congelacién, dada su rapida
penetracion en la célula. De hecho, la duracion de la exposicion al glicerol en la
precongelacion, en el rango de 0,5 a 75 minutos, no tuvo efecto alguno en la viabilidad
postdescongelacion. Sin embargo, la temperatura a la que se realiza la adicion del glicerol,
como ya ha sido mencionado, parece ser un factor importante en el espermatozoide de
algunas especies como el cerdo; habiendo estos autores observado una reduccion en la
supervivencia pos-descongelacion cuando el glicerol es adicionado entre 20°C y 0°C a

diferencia de la adicién a 5°C (Almlid y Johnson, 1988).

En la congelacién del semen de perro la mayoria de los estudios no han evaluado
completamente el ritmo de refrigeracion o el periodo de equilibrio antes de la congelacion y
han utilizado valores arbitrarios (England, 1993). La escasa investigacion llevada a cabo
sobre el periodo de equilibrio en la congelacion del semen de perro hace que no esté,

habitualmente, separado del tiempo de refrigeracion (Farstad, 1996).

46



Revisién Bibliografica

En la bibliografia encontramos estudios como el de Andersen (1980) quién, tras la
dilucion del semen, utilizé un periodo de refrigeracion y equilibrio de cerca de 2 a 3 horas.
Olary col. (1989) analizaron distintos periodos de refrigeracién y de equilibrio, y observaron
que un periodo de refrigeracién de 1, 2 0 3 h y un periodo de equilibrio de 1 0 2 h no
afectaron la motilidad precongelacién. Sin embargo, los mejores resultados de motilidad pos-
descongelacion han sido observados cuando utilizaban 1 h de refrigeracién y 1 h de
equilibrio o 2 h de refrigeracién y 2 h de equilibrio. Los trabajos de Hay y col. (1997a) acerca
de la penetracion de zona pelacida homologa tras refrigeracibn rapida de los
espermatozoides en 30 min, en comparacion con la refrigeracion lenta a lo largo de 3 h,
pusieron de manifiesto que la refrigeracion lenta de los espermatozoides de perro no afecté a
la capacidad de penetrar ovocitos. Al revés, la refrigeracion rapida indujo un marcado declive
en el nimero de espermatozoides unidos por ovocito y origind dafios como el descenso de la
motilidad y la pérdida del acrosoma; pudiendo estos Ultimos observarse a posteriori del

primero.

Los estudios para obtener la mejor velocidad de refrigeracion deben tener en cuenta
la influencia del tipo de diluyente. En los trabajos de Bouchard y col. (1990) los pardmetros
de motilidad se han mantenido mejor cuando el semen era refrigerado a 4°C a velocidades
rapida y media. También observaron que el diluyente constituido con leche descremada y
glucosa presentd mejores resultados que otro que contenia yema de huevo-citrato y
azucares, lo que puso en evidencia la interaccion entre tipo de diluyente, temperatura y

tiempo.

2.3.1.4. Ritmos de congelacion y descongelacién

La extension de los dafios sufridos por los espermatozoides durante la
criopreservacion esta, en parte, relacionado con las velocidades a que éstos son congelados
y descongelados (Mazur, 1984). Los ritmos de congelacion y descongelacion deben ser
investigados y optimizados conjuntamente con las concentraciones de glicerol, pues la
supervivencia de las células depende de estas variables y de sus importantes interacciones
(Watson y Martin, 1975; Robbins y col., 1976; Mazur, 1984; Fiser y col., 1993). Ademas, en
el intento de obtener el mejor protocolo de criopreservacion, debe buscarse optimizar y

mantener la integridad acrosomal y la motilidad (Fiser y col., 1993).

Robbins y col. (1976) observaron, en la congelacion del espermatozoide de toro, que

para aumentar la concentracion de glicerol a fin de proporcionar una buena crioproteccion
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seria necesario aumentar también la velocidad de descongelacién. Estos autores defienden
gue el glicerol es habitualmente adicionado al semen a concentraciones “normales” pero su
concentracion va aumentar a niveles “perjudiciales” durante la congelacion y la
descongelacion, debido a la deshidratacion derivada de la formacién de hielo. En
consecuencia, el semen congelado y descongelado rapidamente tendra una menor
exposicion a los solutos y al crioprotector concentrados. Un trabajo de Rota y col. (1998)
sobre congelacion del espermatozoide canino en el que analizaron dos concentraciones de
glicerol, el 3y 5%, asi como 2 ritmos de descongelacién 38°C/1min o 70°C/8sg, constataron
gue el porcentaje mas alto de glicerol asociado a la mas rapida velocidad de descongelacion
proporcionaron el mayor porcentaje de espermatozoides vivos y moviles; asi como, una

mayor supervivencia durante la incubacion.

Existe consenso en que para minimizar la duracién de exposicion del espermatozoide
a las distintas situaciones de estrés de la congelacién, y asi proporcionar una éptima
supervivencia, es necesario un ritmo de congelacion rapido y también un tiempo suficiente
para permitir que el agua salga de la célula por 6smosis evitando la formacion de hielo intra-
celular, letal para el espermatozoide. Generalmente, el espermatozoide es congelado a un
ritmo de 15-60°C/min (Watson, 2000).

También existe interaccion entre la composicion del medio diluyente y el ritmo de
congelacion, puesto que Woelders y col. (1997) congelando a velocidades mas elevadas de
lo normal, en presencia de azucares y osmolaridad elevada del medio (hiperténico) han

conseguido una alta proteccion contra los efectos de un ritmo rapido de congelacion.

Para el semen de perro, algunos autores consideran mejores los ritmos de
congelacion mas lentos, como 5,1°C/min versus 8°C y 18,8°C/min (Dobrinsky y col., 1993).
Por otra parte, Olar y col.(1989), considerd el ritmo moderado de congelacién (5°C vy
20°C/min) como el mejor, mientras que Hay y col. (1997b) encontraron mas efectos
beneficiosos en el ritmo de 12-28°C/min que en el lento (0,5°C/min) o en el muy rapido (99-
214°C/min). Estas diferencias pueden justificarse por el hecho de que los estudios hayan
utilizado distintos diluyentes, asi como, distintas condiciones de congelacion y
descongelacion, y diferentes métodos de evaluacion del semen tras la descongelacién. Rota
y col. (1998) que compararon un ritmo lento (10°C/min) y otro rdpido (50°C/min) de
congelacion, no demostraron diferencias significativas entre éstos con respecto a la

supervivencia pos-descongelacion.
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Yu y col. (2002) trabajando con espermatozoides epididimarios, conocidos por su
menor susceptibilidad al choque térmico, y teniendo en cuenta sus resultados in vitro para la
motilidad y la integridad de membrana, consideran el ritmo de 11°C/min como el ritmo de
congelacion optimo para una descongelacion rapida y el de 3-11°C/min para una
descongelacion mas lenta, lo que evidencié igualmente la interaccion entre el ritmo de

congelacion y de descongelacion.

La velocidad de descongelacién es uno de los factores mas importantes que afectan
decisivamente a la viabilidad del espermatozoide (Fiser y col., 1993). Esta debera estar en
concordancia con el protocolo de congelacion (Mazur, 1984); siendo que los efectos de las
velocidades de descongelacion en la supervivencia del espermatozoide dependen del ritmo
previo de congelacién (Watson y col., 1992; Fiser y col., 1993). La existencia de la
interaccion entre las dos velocidades fue descrita en la congelacion de espermatozoides de
cerdo (Fisery col., 1993; 1996), toro (Robbins y col., 1976) y hombre (Henry y col., 1993).

Las velocidades rapidas de congelacion exigen ritmos de descongelacion igualmente
rapidos, con el fin de recuperar el equilibrio osmético, la re-hidratacion y las propiedades de
la membrana, de modo semejante al que fue realizado durante la congelacion (Farstad,
1996). Para Henry y col. (1993), la supervivencia de las células congeladas con velocidades
rapidas es superior cuando las descongelaciones también son rapidas. Por otra parte, estos
trabajos en el espermatozoide humano, evidenciaron que cuando la velocidad de
congelacion es lenta, la motilidad, funcion mitocondrial e integridad de la membrana son
inferiores cuando el espermatozoide es descongelado rapidamente a diferencia de si se hace
lentamente. La figura 2.2. esquematiza los fenbmenos que se producen por estas

situaciones.

Habitualmente, cuando la descongelacion del semen de especies domesticas,
previamente congelado en pajuelas sumergidas en nitrdgeno liquido o en pellets en hielo
seco, es rapida se producen mayores proporciones de espermatozoides motiles y con el
acrosoma intacto (Fiser y col., 1993). En el espermatozoide de perro, la descongelacion a
temperaturas elevadas, como 70°C, durante tan s6lo 8 segundos favorece mas la
recuperacion de la motilidad y la longevidad espermatica que a 37°C durante 1 minuto (Rota
y col., 1998).

Hay que tener en cuenta que las descongelaciones lentas resultan prejudiciales ya
que proporcionan tiempo suficiente para que los pequeiios cristales de hielo intra-celulares

se agreguen constituyendo grandes cristales, en un proceso denominado de recristalizacion
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(Mazur, 1984). Estos cristales causan dafios y muerte celular, por la ruptura fisica de la
membrana plasmatica y de los organulos (Henry y col., 1993). El aumento de la velocidad de
congelacion y de descongelacion minimiza el tiempo de exposicion de la célula a una zona
de temperatura intermedia en la que se producen los efectos de solucidn; este principio es
generalmente aceptado en la congelacion de distintos tipos de tejidos y células (Saacke,
1983).
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Figura 2.2. Representacion esquematica de las alteraciones fisicas del espermatozoide y del diluyente durante
la congelacion y la descongelacion. Las estrellas representan cristales y microcristales de hielo. Las
flechas representan el movimiento del agua o del crioprotector (Adaptado de Amann y Pickett, 1987).

2.4. Evaluacién de la calidad espermatica

2.4.1. Principios generales

La evaluacion del semen antes, durante y después de los procesos de conservacion
ha sido la base del desarrollo de los métodos de preservacion seminal en los laboratorios de
investigacion (Saacke, 1983). Las pruebas laboratoriales que tienen por objeto la evaluacion
in vitro de la fertilidad seminal y la apreciacion de los dafios que se producen en el
espermatozoide, derivados del proceso de conservacion previo a la inseminacion, crean la

necesidad de técnicas rapidas y exactas (Smith y Murray, 1997).

Pese a que las funciones desempefiadas por el espermatozoide se desarrollan en

una compleja secuencia, las distintas funciones espermaticas pueden ser englobadas en 3
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grandes grupos: -mantenimiento de la integridad celular, -capacidad de penetraciéon y
fecundacién del ovocito y -competencia para soportar el desarrollo embrionario (Harrison y
col., 1996). La Tabla 2.3 resume las caracteristicas necesarias para que los espermatozoides

puedan ser fértiles.

Continuamente se cuestiona si una determinada prueba laboratorial o la combinacion
de varias diferentes puede predecir la fertilidad del semen de una determinada muestra o de
un macho. De un modo general, los datos publicados tienen un valor muy limitado en el
establecimiento de correlaciones entre pruebas de laboratorio y fertilidad. Para que dicha
correlacion pueda establecerse es fundamental disponer de sistemas de analisis precisos,
especificos y rigurosos asi como datos de la fertilidad precisos y exactos. Todas las pruebas
de laboratorio implicadas en la evaluacion de la calidad seminal deben ser cuidadosamente
validadas y, una vez establecidas, su precisién debe ser monitorizada diariamente (Amann,
1989).

Tabla 2.3. Atributos del espermatozoide fértil

Estructura normal de los componentes funcionales vitales.

Procesos metabolicos adecuados a nivel de las funciones celulares como la produccién de energia
necesaria para la motilidad, mantenimiento del potencial de membrana, de los micro-ambientes
iénicos, pH y otras.

3. Motilidad suficiente para permitir la penetracion a través del cérvix y de la unién Gtero-tubérica, y
permitir la salida de las zonas de “almacenamiento” espermatico en la mucosay el istmo del oviducto,
para contactar con el ovocito y penetrar las envolturas alrededor del mismo.

4. Mantenimiento de las proteinas periféricas e integrales de la membrana plasmatica, esenciales o
facilitadoras de la supervivencia en el ambiente del tracto reproductor femenino.

Respuestas apropiadas al micro-ambiente y estimulos en el trato reproductor femenino.
Mantenimiento de las proteinas (probablemente integrales) de la membrana plasmaética, esenciales al
reconocimiento y unién del espermatozoide a la zona pelicida y a la membrana vitelina.

7. Mantenimiento de las enzimas del acrosoma, como pro-enzimas o en forma inhibida, pero disponibles
en el tiempo apropiado para facilitar la penetracion de las envolturas del ovocito.

8. Membrana plasmatica con capacidad de ser alterada de modo oportuno, para permitir la fusién con la
membrana acrosomal externa durante la reaccion acrosémica o para permitir la fusion de
espermatozoide y membrana plasmética del ovocito.

9. Momento preciso de los innumerables pasos en la secuencia de eventos entre que la espermatida es
formada por la divisién del espermatocito secundario hasta que la misma célula entra en el ovocito y
forma el prondcleo masculino, cuyos cromosomas se unen con los del prontcleo femenino y producen
un embrién con la maxima probabilidad de supervivencia.

10. ADN debidamente estabilizado por las nucleoproteinas, pero capaz de sufrir descondensacion en el

momento apropiado del proceso de fecundacion.

(Adaptado de Amann, 1989)
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En la evaluacion de la calidad seminal, con el objetivo de predecir la fertilidad, es
esencial que sean realizados analisis de algunos parametros independientes, y si es posible
evaluar cada atributo usando mas de un analisis adecuado. La precision de cualquier prueba
de laboratorio puede estar influenciada por la variacion bioldgica, por el error humano
implicado en la realizacion del analisis y por la manera de trabajar del equipo. Por tanto, para
gue las pruebas laboratoriales sean consideradas Utiles en la prediccion de la fertilidad ha de
tenerse prudencia en la seleccion de atributos que se analicen, debiendo alcanzar un amplio
rango de valores que puedan ser medidos por dichos analisis con alta precision, y han de ser

independientes entre si pero correlacionados con la fertilidad (Amann, 1989).

Idealmente, los datos laboratoriales y de fertilidad deberian provenir de la misma
muestra, hecho que se puede realizar en los bévidos pero imposible en otras especies, como
la humana. Los datos de fertilidad basados en inseminaciones de eyaculados humanos
individuales se consideraron demasiado imprecisos para ser significativos. Ademas, en el
toro es posible recoger varios eyaculados en un intervalo de 30 a 90 min que pueden ser
reunidos en una muestra Unica, un pool que puede ser usado para evaluaciones
laboratoriales y para inseminacion artificial, pudiendo ser preparadas 600 o hasta 1000
muestras a partir de un pool. Evidentemente, la fertilidad de una muestra de semen bovino
puede ser establecida con mucha mas precision que la de una muestra de semen humano
(Amann, 1989).

2.4.1.1. Semen fresco

En la evaluacion de rutina de un eyaculado fresco generalmente estan incluidas la
determinacion inmediata del volumen, de la concentracion y del porcentaje de
espermatozoides que exhiben motilidad progresiva, siendo estos los parametros mas
importantes en la toma de decisiones que conciernen a un posterior procesamiento del
eyaculado, como dilucién y congelacion (Rodriguez-Martinez y col., 1997). Otros parametros
también analizados son la morfologia, el pH seminal, la longevidad de la motilidad y el status
bacterioldgico (Malmgren, 1997). Pese a que estas pruebas proporcionan una cantidad
apreciable de informacion, sus correlaciones con la fertilidad son un tanto conflictivas
(Malmgren, 1997), tal como ya lo habian sefialado Linford y col. (1976). Sin embargo, estos
autores evidenciaron que era posible establecer limites, fuera de los cuales las muestras de
semen pueden ser consideradas de mala calidad y descartadas. También la determinacion
de la concentracion y el estudio de la morfologia espermatica permite, dado su valor

diagnéstico, la eliminacién de eyaculados de sementales con una fertilidad potencialmente
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baja antes de la preservacion (Rodriguez-Martinez y col., 1996). De un modo general, el
espermiograma facilita la deteccion de eyaculados con una capacidad fecundante
posiblemente baja, pero no es capaz de predecir el resultado de algunos sementales cuyos
parametros seminales estan dentro de los limites normales, especialmente en la congelacion

(Rodriguez-Martinez y col., 1996).

En el perro, la mayoria de los investigadores defienden que solo eyaculados con un
minimo de 85-90% de motilidad o 75-85% de motilidad progresiva deben ser considerados
Utiles para congelacion, y que las muestras con menos de 70% de motilidad son malas
candidatas a la congelacion (Concannon y Battista, 1989). Sin embargo, en esta especie la
informacién sobre la relacién entre la calidad seminal y fertilidad es escasa (Morton y Bruce,
1989; Linde-Forsberg, 1995). La mayoria de los estudios de las variables en la congelacién
han estado limitados en esta especie por la falta de indicadores concretos de fertilidad
(Concannon y Battista, 1989). Tampoco existe mucha informacion relativa a las variaciones
en la calidad de semen fresco de perros fértiles, pero parece ser que el rango de valores
seminales compatibles con la fertilidad es mayor que el esperado (Tabla 2.4) y, por otra
parte, que los perros con mala calidad seminal pueden ser fértiles, en determinadas

circunstancias (England y Allen, 1989).

Tabla 2.4. Caracteristicas del eyaculado de perros fértiles*

Parametro
Motilidad (%) 89,5+7,6
Volumen (mL) 1,2+0,7
Concentracion (x10%/mL) 299,6+127,9
NuUmero total de esp. en un eyaculado (><106) 332,75+£166,5
Morfologia normal (vivos) 78,2+7,9
Anomalias primarias (vivos y muertos) 1,6+2,6
Anomalias secundarias (vivos y muertos) 10+5,4

(*n=28) (Adaptado de England y Allen, 1989)

Los parametros de calidad del semen fresco no parecen predecir la motilidad
progresiva pos-descongelacién, como fue observado por Nothling y col. (1997), con
excepcion de la persistencia de las gotas citoplasmaticas, que se correlacionaron

negativamente con la motilidad pos-descongelacion.
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2.4.1.2. Semen refrigerado y congelado

En cuanto a la evaluacion de la calidad espermatica después de un calentamiento a
37°C enun semen refrigerado o bien tras la descongelacion, la prueba mas adecuada para
evaluar la eficacia de las técnicas de congelacion del semen seria la evaluacién de los
porcentajes de concepcion (Oettlé, 1986a; Watson, 1996) y del tamafio de la camada
resultante de la inseminacién artificial (Farstad, 1996). Ambos son indicativos de la eficacia
de la fecundacion de los ovocitos por espermatozoides con capacidad para mantener y
sustentar el desarrollo embrionario (Watson, 1996). Sin embargo, el prolongado intervalo
interestral de la perra compromete seriamente las pruebas de fertilidad in vivo (Bouchard y
col., 1990) que, por su parte, exigen un considerable dispendio de tiempo y recursos
(Watson, 1979). Estos analisis resultarian completamente impracticables cuando estan
implicadas especies o razas exéticas (Harrison, 1998). También hay que tener en cuenta que
la fertilidad de una muestra seminal es una variable continua, asi que serian necesarias
multiples inseminaciones para el establecimiento de una correcta evaluacion (Watson, 1979).
Seria, por otra parte, practicamente imposible obtener datos con significado estadistico a
partir de eyaculados unicos (Harrison, 1998). Ademas de exigir un numero substancial de
animales, las pruebas de fertilidad dependen de determinados factores que no estan
exclusivamente relacionados con la calidad del semen, como es el caso de la dosis de
inseminacion, el volumen, nimero de inseminaciones, lugar de deposicion del semen,

momento Optimo de la inseminacién y factores individuales de la hembra (Farstad, 1996).

Las investigaciones alternativas a los ensayos de fertilidad incluyen pruebas in vitro
gue valoran las diferentes caracteristicas del espermatozoide necesarias para la
fecundacién, como son la motilidad progresiva, la viabilidad y la integridad de las
membranas plasmatica y acrosémica. Combinando dos o mas de estas pruebas es posible
obtener una correlacion importante con el potencial fertilizante de la muestra de semen
(Amanny Hammerstedt, 1993). Otros analisis incluyen las concentraciones de metabolitos, la

actividad de enzimas especificas y la interaccién espermatozoide-ovocito (Den Daas, 1992).

Para Harrison y col., (1996) las pruebas de fertilizacion in vitro serian claramente los
mas apropiados para la evaluacion global de las funciones de fecundacion del
espermatozoide; de modo que, con los progresos en las condiciones de cultivo, éstas
pruebas podrian ser utilizadas en el futuro para evaluar la capacidad de fecundacion y
desarrollo embrionario del espermatozoide. Sin embargo, estos autores advierten que parala
realizacion de esta prueba es necesario un largo nimero de ovocitos madurados, lo que

hace la técnica altamente costosa para un andlisis de rutina por lo que se han sugerido
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pruebas funcionales alternativas como el ensayo de hemi-zona. Es, ademas, una técnica

lenta y muy exigente en recursos y pericia (Harrison, 1998).

2.4.2. Pruebas clasicas de evaluacion seminal

Estos incluyen principalmente la motilidad y longevidad, viabilidad, concentracion,

morfologia e integridad de la membrana plasmética y del acrosoma.

2.4.2.1. Motilidad espermatica

La motilidad es considerada el criterio mas importante en la evaluacion de la
fertilidad del macho, el objeto de su estimacion es determinar la proporcién de
espermatozoides moviles y la proporcion de los que se mueven progresivamente (Malmgren,
1997). La motilidad del espermatozoide es un factor critico en el proceso de interaccion de
los gametos; una disminucion en la velocidad y en la proporcion de células moviles
progresivas refleja lesiones celulares que pueden reducir las posibilidades de fecundacion
(Kjaestad y col., 1993). Motilidad y velocidad espermaticas muestran dos aspectos distintos
de la actividad flagelar, pero ambos dependen de la funcion del axonema, por tanto, se

espera una correlacion entre estos pardmetros (Kjaestad y col., 1993).

2.4.2.1.1. Estimacién subjetiva

La estimacion visual del porcentaje de espermatozoides moviles es el examen
laboratorial, para evaluacién de la calidad espermatica, mas frecuentemente realizado
(Budworth y col., 1988); existiendo una variacion, que puede ser marcada, entre los técnicos
del mismo o de distintos laboratorios en la apreciacién subjetiva de la motilidad progresiva de

una muestra (Amann, 1989).

Para mejorar el rigor de este examen algunos aspectos técnicos deben ser
estandarizados, como es el caso de -la previa dilucion del semen (fresco), para evitar la
aglutinacion de los espermatozoides y reducir la influencia de la concentracion y del pH
seminal, -la utilizacién de las mismas condiciones como la concentracion apropiada y -un
volumen constante de muestra asi como -la dimensién del cubre y -el control estricto de la

temperatura del equipamiento y del material (Malmgren, 1997) y -la misma ampliacion
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microscopica (Concannon y Battista, 1989). El entrenamiento y la experiencia del técnico son
aspectos igualmente importantes (Linford y col., 1976). Cuando se trata de comparar
diferencias entre tratamientos las estimaciones de motilidad deben ser efectuadas por el

mismo individuo (Concannon y Battista, 1989).

2.4.2.1.2. Analisis computerizado (CASA)

La determinacion objetiva de la motilidad de una muestra no siempre es posible
basandose en un examen visual, por la subjetividad inherente y a la reducida cantidad de la
muestra. En consecuencia, evaluar una muestra o un protocolo de criopreservaciéon de
semen con base en este pardmetro podra resultar en una baja correlacion con la fertilidad in
vivo. Desde los afios ochenta, este problema esta perdiendo importancia con la introduccion
de los sistemas de analisis de imagen computerizados (figura 2.3), CASA (Computer
Assisted Sperm Analysis), que han sido desarrollados inicialmente para su uso en el andlisis
de la motilidad del semen humano (Johnson y col., 1996). Estos sistemas computerizados
posibilitan un analisis de la motilidad automatico, rapido y objetivo (Anzar y col., 1991;
Malmgren, 1997), basado en la evaluaciébn de los espermatozoides individualmente,
proporcionando un célculo preciso de los distintos pardmetros seminales (Verstegen y col.,
2002).

Inicialmente su aplicacion ha sido problematica en el semen de las especies
animales, pero con las mejoras introducidas durante afios, estos sistemas estan siendo
ampliamente utilizados en la investigacion y en la industria (Johnson y col., 1996). Estos
sistemas minimizan la subjetividad de la apreciacion humana siendo particularmente
ventajosos en situaciones de evaluacién de un gran nimero de muestras o cuando existen
frecuentes cambios de los técnicos del laboratorio (Tuliy col., 1992). Los trabajos de Farell y
col. (1998) indican que el porcentaje de células moviles detectadas por CASA ha sido mas
alto que el detectado subjetivamente, lo que sugiere que el sistema CASA proporciona una

estimacion mas discriminatoria que los métodos subjetivos.

El concepto general subyacente a los sistemas de analisis de la motilidad
espermética reside en la utilizacion de un microscopio de contraste de fases (contraste
negativo), a partir del cual y por medio de una cadmara de video se obtiene la imagen de la
muestra y se digitaliza. A continuacién, son aplicados varios algoritmos para analizar la
motilidad espermatica (Amann, 1989). Basicamente existen 2 tipos principales de sistemas

CASA, uno que captura una secuencia de 20 imagenes en aproximadamente 0,8 segundos y
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analiza los movimientos del espermatozoide retrospectivamente y otro que opera en tiempo

real en periodos de tiempo prolongados (Holt, 1996).

Camara Monitor del
e video ordenador
Imagen Imagen
real Higitalizada: Presentacion
de datos
3

\

Ordenador y

"
I_' o Video CASA -\
Control de Impresora

temperatura

Figura 2.3. Componentes de los sistemas utilizados en la evaluacién computerizada de la motilidad espermética
(CASA). Adaptado de Budworth y col. (1988). Este modelo necesitaba 2 monitores, uno donde
visualizar las imagenes y otro para el ordenador como era necesario para el SCA® 2000; en la
actualidad, anicamente con el monitor del ordenador pueden realizarse ambas funciones como
sucede con la version 2002.

Las mediciones de la cinética individual de cada espermatozoide estan basadas en la
hipotesis de que la motilidad espermatica revela informacion acerca de la actuacién funcional
del axonema y de las membranas (Davies y Siemers, 1995). Los sistemas miden los
movimientos de los espermatozoides en 10 pardmetros diferentes y procesan los respectivos
datos (Johnson y col., 1996) (Tabla 2.5). En comparacién, resulta mas exacto el analisis
computerizado de una muestra que el realizado visualmente por distintos técnicos (Tuliy col.,
1992). EI CASA proporciona estimaciones de mudltiples caracteristicas del movimiento

espermatico con alta probabilidad de repeticion (Farrell y col., 1998).

A pesar de la naturaleza automatica del proceso y la objetividad de los resultados es
importante proceder a la validaciéon cuidadosa del sistema (Malmgren, 1997). Tal como en
algunos métodos cualitativos, el rigor y la precision estan limitados por factores biol6gicos y
técnicos (Tabla 2.6) incluyendo las condiciones en que se realiza la medicibn como la
temperatura, el tipo de camara utilizada y su profundidad y los métodos de medicion (Davis y
Siemers, 1995). Los valores de los parametros del sistema son distintos para las distintas
especies, debiendo éstos junto con el medio diluyente, los procedimientos y todos los
factores que afectan estar claramente adaptados a la especie y a las condiciones del
procedimiento; debiendo corresponderse con las caracteristicas particulares de los
espermatozoides, su concentracion, velocidad, tamafio y la temperatura (Verstegen y col.,
2002).
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Tabla 2.5. Terminologia del sistema CASA: definicién de las abreviaturas

Abreviatura

Definicion

Descripcion

MOT Espermatozoides matiles (%) Porcentaje de espermatozoides con motilidad
PM Espermatozoides métiles progresivos (%) Porcentaje de espermatozoides con STR >80%
La media de la velocidad del recorrido de los
VCL Velocidad curvilinea (um/s) espermatozoides desde el punto actual al punto
real siguiente (figura 2.4)
) ) Velocidad del recorrido promedio realizado por el
VAP Velocidad promedio (um/s) . i
espermatozoide (figura 2.4)
) N Velocidad del recorrido medido en linea recta
VSL Velocidad rectilinea (um/s) . i .
desde el punto inicial al punto final (figura 2.4).
Estima la proximidad del recorrido del
espermatozoide a una linea recta, y es el
STR VSL/VAP (%) .
resultado de dividir el valor de la VSL entre la
VAP (%)
Estima la proximidad de la trayectoria real del
. ) ) espermatozoide a una linea recta, y es el
LIN Indice de linearidad (VSL/VCL) (%) o
resultado de dividir el valor de la VSL entre la
VCL (%)
) ) Promedio de la frecuencia (en el tiempo) con la
Frecuencia de cruces o promedio de la ) . )
BCF ) que la trayectoria curvilinea del espermatozoide
frecuencia (Hz) : .
cruza la trayectoria promedio
. ) Magnitud del desplazamiento lateral de la
Amplitud del desplazamiento lateral de la )
ALH cabeza del espermatozoide con respecto a su

cabeza (um/s)

trayectoria promedio (figura 2.4)

Trayecto real

(Adaptado de www.micropticsl.com)

Figura 2.4. Parametros utilizados en el analisis computerizado de la motilidad espermatica.

Adaptado de Budworth y col. (1988).
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La exactitud de estos métodos es también dependiente de las especificaciones del
software (Rodriguez-Martinez y col., 1996). Por otra parte, estos instrumentos no estan libres
de lainfluencia del técnico que analiza las muestras, siendo aspectos esenciales -un control
de calidad interno, -una correcta definicién de las condiciones de preparacion de la muestray
del funcionamiento del sistema, asi como -una estricta preparacion del técnico (Rodriguez-
Martinez y col., 1997).

Ademas, este sistema permite al técnico alterar los parametros del analisis con
facilidad y, por visualizacidon del monitor, comprobar si se est4 permitiendo una correcta
discriminacion de las particulas; hecho especialmente importante en la identificacion correcta
de los espermatozoides moéviles, inméviles y de particulas estaticas que no sean
espermatozoides (Tardif y col., 1997). Dentro de los parAmetros que el técnico puede
controlar destacan la intensidad, el tamafio de las particulas, el ritmo de adquisicién de
imagenes (entre 15, 30 y 60 Hz) y la seleccion del numero de imagenes incluidas en el

andlisis de motilidad (Verstegen y col., 2002).

Las desventajas de estos sistemas estan, en resumen, relacionadas con los costes
del equipo, la necesidad extrema de validacion, el control de calidad y de la estandarizacion
de las mediciones realizadas (Verstegen y col., 2002). La aplicacion del CASA para
evaluacion de rutina en los laboratorios de reproduccién animal sigue limitada por sus costes
(Johnson y col., 1996).

Tabla 2.6. Factores técnicos que afectan las mediciones cinéticas del espermatozoide

1. Condiciones de medicién (temperatura, tipo de camara, profundidad, medio de

suspension, longitud de onda y intensidad)
2. Estabilidad matematica de la medicion
3. Exactitud y precision del equipo
4. Ritmo de captura
5. Tamafio de la muestra
6. Analisis estadistico

7. Estado biolégico de la muestra

(Adaptado de Davis y Siemers, 1995)

Se reconoce que los sistemas CASA proporcionan datos fiables solo en un rango
Optimo de concentracion espermatica, dado que en presencia de pocos espermatozoides el
andlisis es logisticamente impracticable mientras que, en presencia de demasiados surgen

errores en la estimacion de la concentracion y de los movimientos, debido al cruzamiento de
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trayectorias de los espermatozoides (Irvine, 1995). Las muestras de semen fresco deben ser
diluidas antes del andlisis computerizado a fin de reducir la concentracion de
espermatozoides y asi, permitir el andlisis de las trayectorias individuales; de modo que el
diluyente utilizado para reducir la concentracion debe estar libre de particulas de tamafio
semejante al tamafo de la cabeza del espermatozoide, para evitar su clasificacion como
espermatozoide inmovil (Malmgren, 1997). También en la evaluacion de semen bien
calentado o descongelado es recomendable la previa dilucion, a fin de proporcionar una
concentracion mas apropiada para la evaluacion computerizada de motilidad espermatica,
gue en el semen de toro es de 10-12 millones/mL (Amann, 1989). Para el sistema
computerizado Hamilton-Torn la concentracién optima para evaluacion esta en el rango 5-50
millones/mL (Irvine, 1995), mientras que Verstegeny col. (2002) refieren que la mayoria de
los sistemas CASA pueden funcionar para estimaciones de concentracion y de motilidad con
muestras en el rango 20 a 50 hasta 300 millones/mL, pero recomienda su verificacion

manual.

Las caracteristicas de motilidad del espermatozoide congelado en un diluyente que
contiene glicerol suelen ser considerablemente distintas de las caracteristicas que han sido
medidas en una muestra de semen fresco y diluido en un medio con menor viscosidad
(Amann, 1989). El andlisis de la concentracion y de la motilidad de las muestras depende de
si éstas son frescas o descongeladas, exigiendo distintos valores de los parametros,
teniendo en cuenta el medio de congelacion con el que el eyaculado fue previamente diluido

(Verstegen y col., 2002).

El nUmero de campos a analizar depende del nimero de espermatozoides por
campo (Budworth y col., 1988), pero se considera de un modo general que aumentando el
namero de campos y de células analizadas incrementara la precision de los resultados
(Malmgren, 1997). Aumentando el nimero de campos se observa una disminucién en el
error estandar de parametros como el porcentaje de espermatozoides moviles y de la
velocidad lineal, pero parece no existir ventaja en analizar mas de 200 espermatozoides por
muestra (Budworth y col., 1988). Ademas, el técnico debe controlar la temperatura del
equipo, del diluyente y del porta y eliminar o minimizar las potenciales fuentes de error como

la presencia de detritus (Budworth y col., 1988).

Estos equipos también pueden proporcionar la determinacion de la concentracion,
proceso rapido y fiable (Anzar y col., 1991) que presenta una elevada correlacion con la
espectrofotometria (Farrel y col., 1998) y de la morfologia (Coetzee y col., 1999). Se

recomienda una adecuada dilucion del semen para el calculo de la concentracion y asi, evitar
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la presencia simultanea de 2 o méas espermatozoides en el mismo punto (Anzary col., 1991).
Algunos autores han observado cierta sobrestimacion en el calculo de la concentracion que
puede ser debida a las colisiones, ya que la evaluacién correcta se obtuvo realizando los
calculos tras matar los espermatozoides con una solucion hipertonica de NaCl al 9%
(Verstegen y col., 2002). Al evaluar la concentracion es necesario tener en cuenta
determinados factores, ya que tanto el diluyente utilizado (su densidad y su previa ultra-
filtraciébn) como los valores del programa afectan significativamente a dicha estimacion.
También el ligero movimiento de fondo causado por el movimiento de las células y el
movimiento de la solucion puede conducir al recuento de falsos espermatozoides moviles;
ésto puede evitarse diluyendo las muestras a la ratio mas apropiada y utilizando una gota del

volumen adecuado (Anzar y col., 1991).

En muchos estudios, el analisis cuantitativo de la motilidad espermatica conlleva el
tratamiento de los datos en valores de la media o mediana, derivados de la serie de los
trayectos espermaticos medidos individualmente. Este método es conveniente para el
andlisis de datos, especialmente cuando hay un gran niUmero de muestras, pero es probable
que se pierda informacion o que ésta sea poco clara (Holt, 1996); pudiendo el analisis
estadistico clasico revelarse inadecuado para la evaluacion de la motilidad espermética
(Verstegeny col., 2002). Se reconoce que el eyaculado contiene distintas poblacionesy que
éstas pueden ser seleccionadas (por ejemplo, mediante swim-up), por este motivo y en este
caso concreto, es logico proceder a alguna seleccion de las sub-poblaciones del conjunto de
datos aplicando filtros numéricos (Holt, 1996). Con relacién al andlisis de datos, es preferible
aplicar un andlisis multifactorial que permita la fragmentacion de la poblacién de
espermatozoides en sub-poblaciones. El procesamiento de imagenes digitalizadas pos-
adquisicion permite exactamente el analisis de pardmetros morfoldgicos, particularmente de
la cabeza, y la distincién de sub-poblaciones en relacion con las caracteristicas de motilidad
(Verstegeny col., 2002), estudio éste ya efectuado en el espermatozoide fresco y refrigerado

de caballo (Quintero-Moreno y col., 2003).

El mayor interés de estos sistemas en el estudio de la motilidad espermatica es la
posibilidad de estandarizar los analisis y asi permitir comparaciones entre laboratorios; para
ello se requiere que los instrumentos operen bajo condiciones estandarizadas de
temperatura, tipo de camara de incubacion, composicion del medio y nimero de células, asi
como, variables operacionales, que incluyen la velocidad de captura de imégenes,
magnificacién e iluminacion (Irvine, 1995). Sin embargo, existe todavia una falta de
uniformidad entre los equipamientos y los analistas, que hace dificil la definicién de valores

estandar de motilidad normal (Malmgren, 1997). Los autores proponen que los estudios que
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hagan uso de los sistemas CASA deben referenciar clara y ampliamente los métodos
utilizados, como el ritmo de adquisicion, tiempo de captura, nimero de células examinado,
tipo y profundidad de camara, modelo de equipo y version de software, microscopio 6ptico y
magnificacion. Es frecuente que estos datos no sean referidos en las publicaciones,
reduciendo las posibilidades de comparacion de trabajos entre distintos laboratorios

(Verstegen y col., 2002).

La cuestion de si las determinaciones computerizadas de la motilidad espermatica
pueden predecir el potencial fertilizante de una muestra mejor que los métodos
convencionales necesita ser mas investigado (Malmgren, 1997). La motilidad y la velocidad
espermatica (rectilinea y lineal, respectivamente) evaluadas por estos sistemas mostraron
correlacion con la fertilidad (indice de fertilidad competitiva, una medida de la fertilidad
relativa) en el espermatozoide descongelado de toro (Budworth y col., 1988). En conclusion,
la evaluacion computerizada de la motilidad puede ser muy util y con el perfeccionamiento en
la deteccion de la imagen y en el andlisis debe mejorar la medicion de los atributos de la
motilidad espermatica. Estos pueden, si se disponen de datos exactos y precisos de
fertilidad, correlacionarse con la misma (Amann, 1989). Los trabajos de Bailey y col. (1994)
observaron la correlacién entre los valores del ALH y los niveles de Ca** intra-celular del
espermatozoide descongelado y el flujo de Ca*, lo que podria predecir la fertilidad en esta
especie; encontrando reduccién de fertilidad en la presencia de niveles de Ca®" intra-
celulares superiores a los del espermatozoide fresco. Ademas, los trabajos de Farrell y col.
(1998) han encontrado una elevada correlacion entre la combinacion de variables como
ALH/BCF/LIN/VAP/VSL vy fertilidad del espermatozoide de toro.

La eficacia de estos equipos también ha sido comprobada en la evaluacién de los
parametros de motilidad del semen de perro (Ellington y col., 1993; Glinzel-Apel y col., 1993;
Iguer-Ouada y Verstegen, 2001b).

Ellington y col. (1993) destacan la influencia del analista en la seleccion del intervalo
de valores utilizados en el analisis, proponiendo que éste deba ser siempre referido en los
trabajos; también sugieren que se deben utilizar limites de motilidad elevados de forma que
se puedan analizar mas células mdviles y, en consecuencia, se diferenciaran mejor las
células funcionales de las células moribundas en una poblacion. La presencia de sub
poblaciones esperméaticas con caracteristicas de motilidad distintas en el eyaculado de perro
fue determinada por Rigau y col. (2001), aunque el andlisis estadistico no ha permitido una

precisa identificacion de estas poblaciones.
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Por otra parte, Iguer-Ouada y Verstegen (2001b) constataron la influencia de la
temperatura en los parametros de motilidad, siendo los 38°C la temperatura recomendada;
ésta es la temperatura fisiologica del Gtero y proporcionara unas condiciones similares a las

fisiologicas durante la fecundacion.

La motilidad de una muestra es también dependiente del ambiente y de las
condiciones en las cuales el semen es analizado, no habiendo necesariamente una medida
exacta de viabilidad en todas las condiciones (Saacke, 1983). Las observaciones de De
Leeuw y col. (1991) evidenciaron que el porcentaje de células inmoviles aumentaba cuando
el semen era incubado a 37°C durante 30 min, sin embargo, la mayoria de estas células
recuperaron la motilidad cuando el semen sé introducia en el mucus vaginal obtenido de
vacas en estro. Dobrinski y col. (1993) observaron que la viscosidad del medio diluyente
afecta a la velocidad de los espermatozoides de perro, reduciéndola; pero defienden que en
contacto con los fluidos del tracto genital femenino ésta también se eleva, no atribuyendo asi
demasiada importancia a este parametro. Harrison y Vickers (1990) constataron que los
espermatozoides inmoviles con membrana intacta recuperaban la motilidad tras la adicion de
ditiotereitol, de modo que, las células intactas mantenidas bajo condiciones ideales, han sido
capaces de expresar motilidad; ademas afirman que una motilidad pobre no indica siempre
dafo celular. Estos hallazgos les permitieron concluir que la manifestacion de la motilidad no

es sistematicamente un parametro fidedigno de la integridad celular.

En el perro, el uso de materiales toxicos, como los utilizados en las vaginas
artificiales, para la recogida de semen pueden inducir una pérdida de motilidad en los
espermatozoides de machos fértiles cuando ambos entran en contacto (Oettlé, 1993). Asi, un
contacto de corta duracion puede tener como consecuencia un efecto dafiino en la motilidad,
mientras que el contacto prolongado produce ademas alteraciones en la morfologia
espermatica (England y Allen, 1992). Los parametros de motilidad y velocidad post-
descongelacién han presentado, una relacién significativa con la fertilidad in vivo en el semen
de toro, proporcionando una base segura para la prediccion de la fertilidad (Kjaestad y col.,
1993). En el espermatozoide humano, la motilidad y la velocidad de espermatozoides
preparados por swin-up han tenido un efecto significativo en los indices de fertilizacion in
vitro (Bongso y col., 1989). Sin embargo, otros autores no encontraron correlaciones
estadisticamente significativas (Januskauskas y col.,, 1999). A pesar de algunas
divergencias, la motilidad permanecera como el pardmetro mas importante en la
determinacion de la viabilidad en una muestra fresca, la determinacion del grado de dafio
causado por la congelacién-descongelacion e incluso para “predecir” el potencial fertilizante

de la muestra (Rodriguez-Martinez, 1998).
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En el semen equino, a pesar de que la relacion entre motilidad espermética y
fertilidad es algo pobre, Voss y col., (1981) determinan que tanto la motilidad como la calidad

de la motilidad parecen ser los mejores criterios en la prediccion rutinaria de la fertilidad.

En el perro, la maotilidad ha sido un parametro muy utilizado para evaluar los efectos
de distintos protocolos de congelacién (diluyentes, periodos de equilibrio, ritmos de
congelacion y de descongelacion) y basandose en sus valores, los investigadores han
conseguido mejorar dichos protocolos (Concannon y Battista, 1989). En esta especie, la
motilidad de un eyaculado normal debe exceder el 70% (Linde-Forsberg, 1995), pudiendo
variar entre 66-90% (Concannon y Battista, 1989). La motilidad post-descongelacién en la
especie canina es el mejor indicador de su fertilidad, en comparacion con la morfologia o la
integridad del acrosoma (Nothling y col., 1997). La comparacion de la motilidad pre-
congelacion versus la post-descongelacion es utilizada como medida del éxito de la técnica
de congelacion, de modo que la mayoria de los investigadores hace esfuerzos para obtener
una motilidad post-descongelacion de por lo menos del 50-65% (Concannon y Battista,
1989). Sin embargo, los autores consultados advierten que muestras pos-descongelacion
gue presenten apenas 30 a 40% de motilidad frecuentemente no son descartadas, ya que el
numero total de espermatozoides moviles deseados para la fertilidad la oscila entre 35y 100
millones por dosis (Fastard, 1998) cuando se practica una inseminacion intrauterina

transcervical (Andersen, 1975).

2.4.2.2. Prueba de termorresistencia

Consiste en medir el tiempo durante el cual el espermatozoide mantiene su viabilidad
y motilidad cuando es incubado a la temperatura corporal (mimetizando, en cierto modo, el
ambiente fisiolégico del tracto genital de la hembra), tras el calentamiento del semen
refrigerado o tras la descongelacion. Esta prueba se considera también importante en la
prediccion de la capacidad fertilizante de la muestra (England, 1993); siendo ademas
bastante razonable ya que el semen debe mantener la viabilidad, a esa temperatura, durante
un determinado periodo de tiempo en el genital femenino. La incubacién también puede
tener un importante caracter informativo ya que permite revelar dafios latentes derivados del
proceso de preservacion y que potencialmente pueden reducir la vida funcional del

espermatozoide (Saacke, 1983).

En el semen equino, dicha prueba permite solo obtener una informacién de valor

limitado en la prediccion del potencial fertilizante de una muestra, considerandose que seria
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mas importante evaluar su longevidad en el tracto genital femenino tras la rapida deposicién
del semen en el Utero de la yegua, dada la baja relacion real que existe entre la motilidad y la

fertilidad para esta especie (Voss y col., 1981).

Debe tenerse en cuenta que la motilidad de los espermatozoides durante la
incubacion in vitro en un determinado diluyente es probablemente distinta a la que presentan
in vivo; ya que in vivo el espermatozoide no permanece en el diluyente, sino que se rodea

por los fluidos y las condiciones especificas del trato genital femenino (Saacke, 1983).

Concannon y Battista (1989) consideran, no obstante, que esta prueba debe ser
realizada rutinariamente en la evaluacién de las técnicas de congelacion del semen de perro,

dada su ya reconocida termolabilidad pos-descongelacion.

2.4.2.3. Concentracion

En la mayoria de las especies ganaderas, las mediciones de concentracion son
realizadas con el espectrofotometro, un método indirecto que relaciona el grado de
dispersion de luz con un nimero de espermatozoides en funcion de una curva de calibracion.
Para la realizacion de dicha curva es necesario determinar previamente la concentracion
celular de distintas muestras, mediante una camara de recuento microscopica, para poder
establecer dicha relacion. El uso de este método se ha extendido dado que, como sugiere
Den Daas (1992), la mayor desventaja del recuento con camara microscopica del eyaculado
de especies pecuarias es el elevado nimero de células que debe ser contada y la elevada

dilucién de semen previa al recuento, para obtener la mayor exactitud posible.

En el semen de perro la determinacion de la concentracién es frecuentemente
calculada utilizando una camara de recuento de Neubauer modificada y el nimero de
espermatozoides es calculado multiplicando la concentracion por el volumen de la segunda
fraccion del eyaculado, habiéndose recogido exclusivamente dicha fraccién (England y Allen,
1989) o a través de fotdmetros calibrados para el semen de perro (Farstad, 1998b). En
cuanto a los valores de la concentracién espermatica en el perro, England y Allen (1989)
refieren en un estudio realizado en 28 perros fértiles una concentracion media de
299,6+127,9 millones de espermatozoides por mililitro, mientras que Farstad (1998b) refiere

entre 100-700 millones/mL.
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2.4.2.4. Morfologia

El estudio de la morfologia es un componente importante en la evaluacion de la
calidad seminal (Malmgren, 1997), indicadora del status fisiolégico o patoldgico de la
produccion espermatica y del almacenamiento en los conductos extra-gonadales (Saacke,
1983). En los toros sementales durante las estaciones de reproduccion, el estudio
morfolégico es un método seguro y econémico de monitorizar las funciones de testiculo,
epididimo y glandulas anejas (Rodriguez-Martinez, 1998). El hecho de que la fertilidad
disminuye cuando el porcentaje de células anormales aumenta ha quedado establecido hace
tiempo (Oettlé, 1993).

En el toro, la morfologia se estudia rutinariamente en extensiones secas y tefiidas,
principalmente para examinar la forma de la cabeza y la presencia de otras células; mientras
gue las extensiones “himedas” de células fijadas y no tefiidas (fijadas en suspension) son
utilizadas para el examen de otros aspectos del espermatozoide preservado, principalmente
tras la congelacion y descongelacion, valordndose las lesiones de la membrana, del
acrosoma y las anomalias de la forma de la cola, siendo estas ultimas frecuentemente

producidas por el manejo del semen (Rodriguez-Martinez, 1998).

En especies como la equina, la morfologia no asume la misma importancia en la
prediccion del potencial fertilizante que en otras especies domesticas (Voss y col., 1981),
dada la variabilidad entre las caracteristicas morfoldgicas observadas entre garafiones y
entre eyaculados de los mismos animales. Los autores también refieren una considerable
variabilidad entre los investigadores en relacibn a la clasificacion morfolégica del
espermatozoide equino, tal como fue posteriormente constatado en el perro (Kustritz y col.,
1998), lo que suscita la necesidad del establecimiento de una nomenclatura estandarizada

para las evaluaciones morfol4gicas.

En el semen de perro, la morfologia del espermatozoide suele ser evaluada con
microscopio éptico convencional o con microscopio de contraste de fases con o sin tincion
(Kustritz y col., 1998). Entre las técnicas de tinciébn mas utilizadas destaca la eosina-nigrosina
(Bartlett, 1962; England y Allen, 1989), el Giemsa-Wright rapido, conocido por Diff-Quick, la
eosina Y/ nigrosina, conocido por Hancock, la eosina B/ nigrosina (Kustritz y col., 1998) y
azul de anilina o cristal violeta (Keenan, 1998). El porcentaje de espermatozoides con
morfologia normal en el perro varia entre el 65-90% (Farstad, 1998b). En esta especie la
morfologia parece estar relacionada con la fertilidad. En un trabajo de Oettlé (1993), la

morfologia fue, en comparacion con la motilidad, el parametro que mayor correlacion positiva

66



Revisién Bibliografica

presentd con la tasa de fertilidad; las anomalias morfol6gicas estuvieron asociadas a
fertilidad disminuida, ya que un porcentaje de espermatozoides normales inferior a 60%
resulto en fertilidad disminuida. Este autor presentd un sistema de clasificacion basado en la
estructura afectada del espermatozoide, siendo cada una subdividida segun el grado de
afectacién presente en mayores o menores (Tabla 2.7). Cuando en el espermatozoide estan
presentes mas de una anomalia, la clasificacion debe tener en cuenta la anomalia de mayor
importancia, o la mas predominante, si estan presentes anomalias de igual importancia. En
trabajos previos, la clasificacion esta en la estructura del espermatozoide afectada,
diferenciandose el defecto en cuestion en anomalia primaria y secundaria (Bartlett, 1962;
Christiansen, 1984) segun tengan su origen en el testiculo o fuera de él. Independientemente
del sistema de clasificacion utilizado, deben evaluarse morfol6gicamente por lo menos 200

espermatozoides por muestra (Malmgren, 1997).

Las anomalias mas frecuentemente encontradas en la cabeza del espermatozoide de
perro son las cabezas hinchadas y los acrosomas hinchados y “protuberantes”; en la pieza
intermedia se han encontrado gotas proximales y distales asi como piezas intermedias
torcidas y en la cola se observaron colas torcidas y enrolladas a nivel de la pieza intermedia
(Kustriz y col., 1998). En un estudio realizado por Morton y Bruce (1989) sobre 167 perros
fértiles el porcentaje de células normales fue de 69,1%, las anomalias en la cabeza de
5,62%, en la pieza intermedia 13,4 %, y en la cola 4,7%. Estos autores destacan que algunos
defectos morfologicos, como es el caso de persistencia de gota proximal en el tracto
intermedio, estan asociados a porcentajes de concepcion mas reducidos. El motivo por el
cual los espermatozoides con gota proximal no congelan bien podria estar relacionado con el
contenido de las gotas en enzimas lisosomales, asi, tras la congelacién y la descongelacion
sufren destruccion de su membrana, causando liberacién de las enzimas hidroliticas y
rompiendo la membrana del espermatozoide y, en consecuencia, afectando severamente su
motilidad. Este defecto origina una motilidad post-descongelacion inferior a la aceptable del
50%, mientras algunas anomalias en el cuello como fractura y, en piezas intermedias y colas
como las dobladas o las enrolladas cursan con motilidades practicamente nulas (Morton y
Bruce, 1989).

67



Revisién Bibliografica

Tabla 2.7. Clasificacién morfologica del espermatozoide canino

Morfologia normal

Anomalia acrosomal
e Mayores: picudo, quistico o con defecto de ‘crater’, distribucion irregular

e Menores: reaccion acrosomica, edema, dafio severo, pérdida

Anomalia en la cabeza
e Mayores: macrocefélica, microcefalica, piriforme, defecto en diadema, vacuolas nucleares,
espermatozoide estriado, formas dobles, pleomorfismo grave o formas raras

e Menores: cabezas estrechas, defectos en la base, cabezas destacadas, descondensacion nuclear

Anomalias en la pieza intermedia
e Mayores: gota citoplasmatica proximal, ruptura de la pieza, defecto de seudo-gota, pieza
doblada

e Menores: gota distal

Anomalias en la cola
e Mayores: enrollada alrededor de la cabeza o de la pieza intermedia, cola doble

e Menores: cola torcida, en latigo, enrollada en la porcion terminal

Aglutinacion

e Cabeza con cabeza, cabeza con cola, cola con cola, o adhesion a otras células

(Adaptado de Oettlé, 1993)

La comparacion de distintas técnicas de tincion ha demostrado que bien el colorante
o bien la técnica de preparacion pueden alterar la morfologia del espermatozoide, creandose
artefactos que potencian la aparicion de determinados tipos de anomalias v,
simultaneamente, disminuyen otras. Ademas, el dominio de la técnica es fundamental para la
comparacion de la morfologia de muestras del mismo animal o de perros distintos (Kustritz y
col., 1998).

2.4.2.5. Integridad del acrosoma

El espermatozoide eyaculadoy fresco no puede experimentar la reaccién acrosémica
verdadera cuando es expuesto a inductores bioldgicos de la misma, debiendo primeramente
sufrir el proceso de capacitacion (Cross y Meizel, 1989). La capacitacidbn espermatica
implica algunas alteraciones fisiolégicas previas a la reaccion acrosémica en la membrana
del espermatozoide y es por tanto un pre-requisito para ella. La reaccion acrosémica consiste
en la fusion de la membrana acrosomal externa y la membrana plasmatica, resultando en la
liberacion del contenido acrosomal (Way y col., 1995). La capacidad para sufrir la reaccion
acrosémica resulta in vivo del contacto del espermatozoide con la zona pelicida (Harrison,

1998); pudiendo esta capacidad del espermatozoide para responder a los inductores de la
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reaccion acrosémica ser utilizada como marcador de este estado fisioldgico de capacitacion
(Cross y Meizel, 1989).

En el proceso de dilucion, refrigeracion y congelacion queda particularmente afectada
la membrana plasmatica de la cabeza del espermatozoide, pero también la membrana de las
mitocondrias, del acrosoma y el flagelo (Hammerstedt y col., 1990). Estos datos son
significativos, teniendo en cuenta que el acrosoma contiene enzimas que desarrollan un
papel crucial en la penetracion de la zona pellcida y en sus mecanismos celulares (Bedford,
1970). La desintegracion del acrosoma derivada de la refrigeracién y de la congelacion es
probablemente capaz de afectar a la habilidad fecundante del espermatozoide (Watson,
1975b). La reaccién acrosGmica se produce tras la exposicion a las condiciones ambientales
del lugar de fecundacién o tras la unién especifica del espermatozoide a la zona pellicida
(Den Daas, 1992); asi que el porcentaje de células que poseen un acrosoma intacto y que
son aptas para exhibir reaccién acrosémica, tras la debida estimulacion, es una importante
caracteristica seminal (De Leeuw y col.,, 1991). Por tanto, es necesario evaluar

correctamente el status acrosomal.

Idealmente, el método para determinar el status acrosomal debe ser exacto y fiable,
rapido, aplicable a un pequefio numero de células, inocuo para la funcién espermaética,
utilizable en distintos medios y fluidos y capaz de proporcionar la diferenciacion entre
reacciones acrosomicas falsas, que estan asociadas a la muerte de la célula, y las

verdaderas, asociadas a la fecundacion (Cross y Meizel, 1989).

La evaluacién del status acrosomal en el espermatozoide de perro es considerado
como un criterio fiable en la prediccidon de la fertilidad post-descongelacion (Concannon y
Battista, 1989). La evaluacién de la integridad acrosomal es frecuentemente utilizada como
criterio para comparar distintos protocolos de congelacion (Strom-Holsty col., 1997; Yildiz y
col., 2000; Hay y col., 1997b) o para evaluar la calidad del semen pre-congelaciéon (Hay y
col., 1997b; lvanova y col., 1999). Los trabajos de Oettlé (1986a) en el espermatozoide de
perro evidenciaron que los dafios en la estructura del acrosoma ocurrian en cada uno de los
grandes pasos del proceso de congelacién, no encontrando correlacion significativa entre el

descenso de la motilidad y los dafios acrosomales.

La evaluacion de la integridad acrosomal es posible gracias a determinadas técnicas

de tincidn, de las cuales destacan las coloraciones metacrométicas del acrosoma que son
utilizadas para la deteccion de alteraciones en esta estructura, como el Spermac® (Oettlé,
1986a; b; Oettlé y Soley, 1988; Hay y col., 1997b; Strom-Holst y col., 1997). Esta tincion
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permite diferenciar el acrosoma, que aparece tefiido de verde, de la region post-acrosémica,
gue aparece rosa, lo que posibilita la rapida observacion de los dafios en esta estructura o

su ausencia bien total o parcial (Oettlé y Soley, 1988).

Entre otras tinciones utilizadas en la evaluacion del acrosoma destacan el método
Giemsa (Watson, 1975b), la eosina/nigrosina, la eosina/nigrosina/Giemsa, el Hoescht® 33258
y las lectinas como el Pisum sativum (PSA) asociado a la fluoresceina FITC (isotiocianato de
fluoresceina), de las cuales las 2 ultimas exigen el uso de la microscopia de fluorescencia.
Para una evaluacién efectiva del acrosoma, Smith y Murray (1997) recomiendan el uso de la
PSA-FITC, debido a la facilidad de preparacién y de lectura debido a la fuerte coloracién que
proporciona, del cual hablaremos adelante. Como recomendaciéon estos autores advierten
gue la preparacion de las muestras es critica y que en éstas deben haberse lavado los

diluyentes de congelacion, como la yemay la leche para evitar la fluorescencia del fondo.

Algunos de los primeros trabajos en la observacion del acrosoma defienden el
examen con microscopio de contraste de interferencia diferencial (“differential interference
contrast microscopy, DIC) en muestras sin fijacion (Saacke y Marshall, 1968). Cross y Meizel
(1989) confirman que, para especies de acrosomas grandes, la visualizacion de
espermatozoides moviles, por este método o por el uso del microscopio de contraste de
fases en muestras no-fijadas, es adecuada para la evaluacion de esta estructura. Sin
embargo, las tinciones fijadas y secas son preferibles a las extensiones “humedas” sin
fijacion, ya que cuando la motilidad es moderada o alta la evaluacion cuantitativa de la
morfologia detallada del acrosoma es dificil (Aalseth y Saacke, 1986). También la
observacion de espermatozoides vivos y moviles en preparaciones “hamedas” en el
microscopio de fluorescencia es dificil y exige bastante tiempo porgue las células se mueven
rapidamente en el campo microscopico (Way y col., 1995). Adicionalmente, para las especies
con acrosomas mas pequefios o con propiedades épticas semejantes a las otras estructuras
de la cabeza del espermatozoide estos métodos (microscopia de contraste de fases o DIC)

no se revelan eficaces (Cross y Meizel, 1989).

Siademas de la morfologia acrosomal también es efectuada la evaluacion simultanea
de la viabilidad, es posible diferenciar la reaccién acrosémica verdadera de la reaccion
acrosomica falsa; Aalseth y Saacke (1986) propusieron para tal objetivo la tincion Fast-Green
FCF-eosina B, tal como més tarde, para el mismo propédsito, Tamuli y Watson (1994)
propusieron el uso de la eosina-nigrosina-Giemsa; con esta tincion, las células muertas
presentan un color rojo en la regién post-acrosémica, mientras que en las vivas esta region

esrosay laregion acrosémica se mantiene roja hasta que la reaccion acrosomica empiece.
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Way y col. (1995) recomiendan para este propésito la eosina B-azul de anilina, el Fast
Green FCF/eosina B y el ioduro de propidium asociado a la lectina del Pisum sativum, (del
cual hablaremos detalladamente adelante) para la evaluacién del status acrosomal y de la

viabilidad de espermatozoide de bovino.

De Leeuw y col. (1991) sugieren una técnica de tincion que incluye el marcador de
viabilidad celular fluorescente, Hoechst® bisbenzimida 33258, recurriendo para su
visualizacién a la microscopia de fluorescencia, asociada al microscopio de contraste de
fases para observacion del acrosoma, permitiendo asi la diferenciacion entre reaccion
acrosémica verdadera de la pérdida degenerativa de las membranas acrosomales post-
mortem. La mayor ventaja de esta técnica es, segln los autores, que puede ser utilizada en
muestras congeladas/ descongeladas sin utilizar las técnicas habitualmente utilizadas en la
evaluacion del status acrosomal que, frecuentemente, exigen centrifugacion para remover el
diluyente o el colorante y por otra parte, no se realiza la tinciébn en portas que puede

provocar, debido a las sucesivas inmersiones, una mayor pérdida en espermatozoides vivos.

Un asunto de considerable interés es saber si es suficiente una Unica prueba
laboratorial o si es necesaria la combinacién de varios andlisis para la evaluacién de una
muestra, dado que el examen de la integridad acrosomal exige equipamiento adecuadoy es
mas lento que la evaluacién de la motilidad (Berndtson y col., 1981). En los trabajos de
Kjaestad y col. (1993) no se verificd correlacién entre motilidad e integridad acrosomal, ni
entre este Ultimo pardmetro y la fertilidad in vivo. Los trabajos de Berndtson y col. (1981),
igualmente en semen congelado y descongelado, también constataron que la motilidad y la
integridad acrosomal representan caracteristicas distintas de la integridad del
espermatozoide que varian de manera independiente. De este modo, ninguna de las pruebas
puede ser utilizada en sustitucion de otra. Saacke (1983) observd que los dafios en la
integridad acrosomal experimentados por los espermatozoides durante la congelacion y la
descongelacion podrian estar latentes en el momento de la descongelacién, evidenciandose
el rapido deterioro del acrosoma entre 2 y 4 h de incubaciéon a 37°C, a diferencia de la
motilidad que sufri6 antes de las 2-4 h una dramatica disminucion. Este autor recomienda el
uso combinado de pruebas, que denomina de “caracteristicas irreversibles”, como son la
observacion de la integridad de la membrana y del acrosoma conjuntamente con la motilidad,

a fin de evitar errores de apreciacion de los métodos de preservacion.

Por su parte, Harrison y Vickers (1990) evidenciaron que el status acrosomal en el
espermatozoide de cerdo y morueco no refleja el estado de la membrana plasmatica,

existiendo mas células con membrana plasmética intacta que con acrosomas intactos. En el
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espermatozoide de morueco la integridad de la membrana se correlacioné mas con la

motilidad visual, lo que no ocurri6 en el cerdo.

2.4.2.6 Integridad de la membrana plasmatica

Laintegridad de la membrana espermatica es un pre-requisito fundamental para el
apropiado metabolismo y funciones espermaticas como la unién a la zona pellcida,
penetracién y la fusion con el oolemma durante la fecundacién (Rodriguez-Martinez, 1998).
La importancia del mantenimiento de esta caracteristica del espermatozoide se justifica por
laincapacidad de la célula espermatica para sellar o restaurar la integridad de la membrana

cuando sufre dafios (Den Daas, 1992).

La integridad de esta membrana es el requerimiento minimo para que el
espermatozoide sea movil (De Leeuw y col., 1991). El espermatozoide con la membrana
plasmatica afectada no es capaz de mantener las concentraciones citoplasméticas de iones
y de co-factores esenciales como el nucledtido adenina, imprescindible para el movimiento
flagelar. Es posible que algunas células inméviles puedan aparentemente mantener algin
grado de integridad de la membrana por lo cual, son todavia capaces de excluir los
marcadores que indican la muerte celular pese a que otras alteraciones hacen que esté
imovil (De Leeuw y col., 1991). Por estos motivos, cuando la célula esta fluorescente
(marcada) puede ser calificada con toda seguridad como célula muerta; sin embargo, cuando
la célula no adquiere fluorescencia se califica como célula viva aunque ésto no es tan seguro
(De Leeuw y col., 1991).

La evaluacion de la integridad de la membrana plasméatica proporciona una valiosa
informacién sobre los métodos de procesamiento del semen y la identificacion de los puntos
del proceso que mas contribuyen a las alteraciones en la membrana del espermatozoide
(Johnson y col., 1996). El grado de lesion de las membranas plasmatica y acrosomal esta
relacionado con la fertilidad de la muestra procesada, pero solamente en los casos en que el

dafio sea extenso (Rodriguez-Martinez, 1998).

Una de las técnicas de valoracion de la integridad de la membrana plasmética es la
ausencia de inclusion de colorantes, porque la membrana esté integra; estas técnicas son
conocidas como recuentos de vivos y muertos y para ellas se necesitan combinaciones de
colorantes como eosina/nigrosina, eosina/nigrosina/Giemsa, Hoescht® 33258,
carboxifluoresceina/ yoduro de propidium, y SYBR-14/yoduro de propidium (Smith y Murray,
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1997). En las 3 ultimas técnicas de tincion mencionadas es necesario recurrir a la
microscopia de fluorescencia. La presencia de glicerol en una muestra, a porcentajes que
excedan el 4%, puede interferir con las tinciones vivos/muertos, haciendo disminuir los
porcentajes de espermatozoides viables probablemente porque el glicerol induzca un

aumento de la permeabilidad de la célula al colorante (Mixner y Saroff, 1954).

2.4.2.6.1. Test de endésmosis

Laintegridad de la membrana puede ser evaluada por medio de la incubacién de
los espermatozoides en un medio hipo-osmoético, mediante el test de endésmosis. Elinflujo
del agua al interior del espermatozoide provoca la hinchazén y el enrollamiento de la cola,
indicativo de que el transporte del agua a través de la membrana se produce con normalidad,
es decir, que la membrana esta intacta y presenta una actividad funcional normal. El
hinchamiento de la membrana es observado de modo especial en la membrana de la cola
del espermatozoide, pues esta es mas distensible y estd menos unida a las estructuras de
soporte que la membrana de los otros compartimentos. La respuesta a esta prueba esta
correlacionada con la capacidad del espermatozoide de penetrar los ovocitos, por lo tanto, es

indicativo del potencial fertilizante de la muestra (Jeyendran y col., 1984).

2.4.3. Pruebas complementarias de evaluacién seminal

2.4.3.1. Utilizacion de marcadores fluorescentes: microscopia de fluorescencia y

citometria de flujo

Se han desarrollado recientemente técnicas especificas de tincion, que permiten la
evaluacion de la integridad, viabilidad y funcionalidad del espermatozoide a través de la
utilizacion de marcadores fluorescentes excitados por una luz de apropiada longitud de
onda. Los marcadores fluorescentes son indicadores mas sensibles de los dafios en el
espermatozoide que el examen del acrosoma por microscopia de contraste de fases o la
estimacion de motilidad (Harrison y Vickers, 1990), y la lectura de las preparaciones se
facilita por la intensidad y consistencia de las coloraciones fluorescentes (Kawakami y col.,
1993b). Adicionalmente, las combinaciones especificas de marcadores pueden proporcionar
importantes informaciones cuantitativas por el hecho de que las propiedades de
permeabilidad de la membrana y las propiedades de coloracion de los fluorocromos sean

discriminatorias entre espermatozoides funcionales y no-funcionales (Garner y col., 1986).
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De estos se destacan el diacetato de carboxi-fluoresceina (CFDA), el yoduro de propidium
(PI) (Garnery col., 1986; Harrison y Vickers, 1990; Valcarcel y col., 1994), el isotiocianato de
fluoresceina (Fitc) conjugado con la aglutinina del guisante Pisum sativum (PSA) (Berger,
1990), el Hoechst®33258 (De Leeuw y col., 1991; Kawakami y col., 1993b) y el SYBR-14
(Ferraray col., 1997) y el bromuro de etidio (Evenson y col., 1982).

Los métodos de coloracion fluorescentes exigen el uso de la microscopia de
fluorescencia (Centolay col., 1990; Harrison y Vickers, 1990; Valcércel y col., 1994) o bien
de citometria de flujo (Garnery col., 1986; Garner y Johnson, 1995; Maxwell y Johnson,
1997). Contrariamente a la fluorescencia, la técnica de citometria de flujo permite analizar
multiples caracteristicas en millares de células, aunque no todas al unisono pero si en un
corto periodo de tiempo y con una preparacion previa minima (Graham y col., 1990). En el
examen del espermatozoide, y recurriendo a los marcadores fluorescentes ya citados, la
citometria de flujo permite evaluar la viabilidad espermatica, la proporcién de
espermatozoides con reaccion acrosomica (Morrell, 1991; Fierro y col., 1996), el contenido
en ADN (Dressery col., 1993), la integridad de la cromatina espermatica, la concentracion de
espermatozoides en una muestra (Evenson y col., 1993), y el flujo intra-celular de calcio
(Nolan y col., 1992; Brewis y col., 2001).

Los primeros trabajos sobre la aplicacion de la citometria de flujo en la investigacion
de poblaciones de espermatozoides se han realizado en semen humano, de ratén y toro;
utilizdndose como marcador nuclear el naranja de acridina y estudidndose la correlacion de
la estructura de la cromatina espermatica con la fertilidad (Evenson y col., 1980).
Posteriormente, se extendid esta tecnologia a otras especies, destacando su rapidez y
precision en el andlisis de una gran poblacion de espermatozoides, y el hecho de que sus
resultados estan altamente correlacionados con otros pardmetros de la calidad seminal
(Garnery col., 1986). También son aludidas otras ventajas como: - el hecho de no necesitar
una preparacion lenta y laboriosa que suele ser necesaria para determinadas extensiones
(Graham y col., 1990), - su especificidad en el examen individual de los espermatozoides, -
la capacidad de repeticion y que - el tamafio de muestra exigido sea reducido (Johnson y
col., 1996). No obstante, los elevados costes de los aparatos son un impedimento para su
presencia en la gran mayoria de los laboratorios (Malmgren, 1997). Comparativamente, la
utilizacion de la microscopia de fluorescencia resulta mas econémica pero mucho mas lenta
y laboriosa (Garnery col., 1988) por lo que a penas algunas centenas de células pueden ser

evaluadas por muestra (Johnson y col., 1996; Rodriguez-Martinez y col., 1997).
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2.4.3.1.1. Evaluacion de la viabilidad

Una combinacién utilizada para la determinacion de la viabilidad celular es el CFDA-
Pl (Garner y col., 1986; Almlid y Johnson, 1988; Harrison y Vickers, 1990; Valcércel y col.,
1994). En cuanto al PI, las células con la membrana plasmética intacta impiden su entrada,
mientras que cuando las membranas son permeables éste entra en la célula, donde tiene la
propiedad de unirse y tefiir el ADN celular, indicando que estan dafiadas. Cuando el PI
penetra en la célula, ésta emite una fluorescencia roja, y la cabeza del espermatozoide se
tifle de este color. Por su parte, cuando el CFDA penetra la membrana intacta es esterificado
y convertido por las estearasas intracelulares en carboxi-fluoresceina libre, que es
fluorescente e impermeable, lo que provoca una coloracién de toda la célula verde
homogénea y nos permite visualizar facilmente los espermatozoides vivos mediante
microscopia de fluorescencia (Garnery col., 1986; Harrison y Vickers, 1990). Esta coloraciéon
es conacida por proporcionar buena visualizacion de los espermatozoides en medios opacos,
conteniendo yema o leche, al revés de que suele pasar con las coloraciones vitales (Garnery
col., 1988). También el CFMDA, usado conjuntamente con el Pl es un indicador efectivo de

la viabilidad (Johnson y col, 1996) ya que permite ver también las células no tefiidas por PI.

También la doble tincion SYBR-14, que tifie el nucleo de las células vivas de
verde-brillante, asociado al Pl es utilizada en el estudio de la viabilidad espermética (Garner
y col., 1994; Medrano y Holt, 1996; Maxweel y Johnson, 1997; Maxwell y col., 1997; Smith y
Murray, 1997; Thomas y col., 1997; Merkies y col., 2000; He y col., 2001). Esta coloracion es
considerada bastante fiable, dado que sus componentes reaccionan con el mismo
constituyente celular, el ADN espermatico, estable y facilmente cuantificable por la tincién
(Garner y Johnson, 1995). Son identificadas 3 poblaciones distintas: - vivas que se tifien con
el SYBR-14, - muertas que tifien con el Pl y - moribundas que tifien simultaneamente de

ambos colorantes (Garner y Johnson, 1995).

2.4.3.1.2. Evaluacion de la integridad acrosomal

En la evaluacion de la integridad acrosomal se utilizan lectinas de origen vegetal
asociadas a marcadores fluorescentes, de las cuales ademas de la PSA, destacan la PNA
(aglutinina del cacahuete Arachis hypogea), la WGA (aglutinina del maiz Triticum vulgaris), la
Con-A (aglutinina de la Concavalina ensiformis), o la UEA-1 (aglutinina del Ulex europaeus)
(Berger, 1990; Fierro y col., 1996; Vasquez y col., 1996).
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Las lectinas presentan propiedades de union a los carbohidratos, concretamente en la
region interior del acrosoma, que las hace muy utiles en el la deteccién de substancias
especificas sub-celulares (Flesch y col., 1998). Es frecuente la utilizacion de Fitc-PSA
(Berger, 1990; Smith y Murray, 1997; Farliny col., 1992; Mendozay col., 1992) y de Fitc-PNA
(Szaszy col., 2000; Aboagla y Terada, 2003) que tifien el interior del acrosoma (Cross y col.,
1986) o la membrana acrosomal externa (Mortimer y col., 1987), respectivamente; lo que
permite visualizar tanto el inicio de la reaccion acrosémica como la presencia de reaccion
acrosémica parcial, como también la presencia de reaccion acrosdbmica completa que se
evidencia por la ausencia de coloracién excepto en el area ecuatorial (Kéhn y col., 1997,
Jaiswal y col., 1999). También se utilizan la ficoeritrina (PE) asociada al PSA (Wilhem y col.,
1996) y al PNA (Fazeliy col., 1997), que actian de modo semejante, ambas se unen en la
célula no-permeabilizada a las regiones acrosdmicas dafiadas, provocando fluorescencia de
esta zona (Graham, 2001). Los espermatozoides con el acrosoma intacto poseen una
membrana plasmatica intacta y funcional que cubre la membrana acrosomal externa,
formando una barrera contra los marcadores de modo que no se observa sefial fluorescente
alguna. Por el contrario, el tratamiento con alcohol o detergentes conduce a la
permeabilizacion de las membranas y, realizado antes de la tincion resulta en fluorescencia

de la region acrosomal (Fazeli y col., 1997).

El mecanismo molecular responsable de la tincion de los acrosomas con PSA parece
ser debido a su union al grupo sacaroideo de la proacrosina, una glucoproteina (Mendozay
col., 1992), evidenciando esta lectina, bajo microscopio de fluorescencia, un marcaje de la
membrana acrosomal externa en células no permeabilizadas (Farlin y col., 1992), mientras
en espermatozoides permeabilizados el marcaje suele ser en las porciones anterior y
ecuatorial del acrosoma (Cross y col., 1986). Sin embargo, la PNA parece tener una mayor
especificidad por el acrosoma que la PSA, puesto que en medios con yema ésta parece
tener alguna afinidad por la PSA (Thomas y col., 1997). Las observaciones con microscopia
electrénica permiten evidenciar que la localizacién especifica de la PNA es en la membrana
acrosomal externa (Fazeliy col., 1997), hecho también constatado en el espermatozoide de

perro (Sirivaidyapong y col., 2000).

La utilizacion de lectinas fluorescentes es preferible a las técnicas de tincion
convencionales en especies de acrosomas pequefios, como es el caso del caballo. Las
lectinas también son preferibles a los anti-cuerpos monoclonales puesto que se obtienen
facilmente y pueden ser conjugadas con distintos compuestos fluorescentes, no exigiendo la

necesidad de incorporar un reactivo adicional como en el caso de los anti-cuerpos
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monoclonales, donde es necesario un segundo anti-cuerpo fluorescente para la visualizacién

del acrosoma (Farlin y col., 1992).

La citometria de flujo presenta la ventaja de detectar Unicamente la fluorescencia
asociada a particulas, como consecuencia, no es necesario remover el marcador que no se
encuentra unido antes del analisis (Graham, 2001; Nagy y col., 2003). No obstante, en el
examen de la integridad del acrosoma, la especificidad de la lectina por el acrosoma es un
aspecto de gran importancia, ya que la union a regiones del espermatozoide no-acrosémicas
puede ser diferenciado por microscopia de fluorescencia, pero no en la citometria de flujo,
puesto que ésta identifica la sefal fluorescente de la célula entera y no de regiones
especificas. Para interpretar la fluorescencia y diferenciar correctamente espermatozoides
con y sin acrosoma es necesario que la adhesion de la lectina por el acrosoma sea
altamente especifica y que la intensidad de la fluorescencia sea elevada (Tao y col., 1993).
En este sentido, los autores dan importancia a la necesidad de limpiar previamente las
muestras de semen de los diluyentes de congelacion, a fin de evitar la unién del Fitc-PSA a
las particulas de la leche o a la yema de huevo, utilizando para tal la sucrosa o gradiente de
Percoll y asi evitar la fluorescencia en el fondo (Smith y Murray, 1997). Sin embargo, algunos
autores precisan que la remocién de las particulas de yema por lavado probablemente
induce la deterioracion del espermatozoide (Nagy y col., 2003), este hecho fue confirmado
por Kavak y col. (2003), que han encontrado mas conveniente la utilizacion del gradiente de
densidad de Percoll en la centrifugacion para separacion de detritus que el lavado. Grahamy

col. (1990) consideran suficiente la filtracion con malla de nylon de 40um.

Las lectinas permiten el estudio de la distribucion y de las alteraciones en las
glucoproteinas durante la capacitacion y reaccion acrosomica (Vasquez y col., 1996), siendo
posible observar por microscopia de fluorescencia sub-poblaciones de células en distintos
estadios de la reaccién acrosdmica. Aungue la utilizacion de la microscopia de fluorescencia
en la evaluacion cuantitativa de la heterogeneidad de los espermatozoides en el proceso de
reacciéon acrosdmica es bastante dificil y complicado (Nikolaevay col., 1998). Por otra parte,
su utilizacién en conjunto con la citometria de flujo permite evaluar especificamente la
capacidad de los espermatozoides para alcanzar la reaccién acrosémica cuando son
incubados con el calcio ionoforo, asi como la cinética de la reaccion acrosémica (Fierro y
col., 1996; Nikolaeva y col., 1998).

En los trabajos de Fierro y col. (1996), asi como en el estudio de Flesch y col.
(1998), las lectinas WGA y del PNA revelaron su gran especificidad para las membranas

plasmatica y acrosomal externa, respectivamente, lo que les permitié conocer profundamente
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las modificaciones bioquimicas durante la capacitacion y reaccion acrosomica. Estos trabajos
son importantes para la identificacion de la membrana plasmatica y de la membrana
acrosdmica externa para posteriores estudios moleculares sobre la union espermatozoide-
zona (Fleschy col., 1998). Adicionalmente, la citometria fue utilizada en un estudio con el fin
de investigar la capacidad del espermatozoide para unirse a las proteinas de la zona
peltcida conjugadas con el Fitc en el transcurso de la incubacién bajo condiciones de FIV
(Harkemay col., 1998).

2.4.3.1.3. Evaluacion simultanea de la viabilidad e integridad del acrosoma

En la evaluacién de las lesiones celulares derivadas del proceso de criopreservacion
es necesario emplear métodos de tinciéon que permitan diferenciar, correctamente, células
viables con reaccién acrosémica de las células que se encuentran muertas y que han
perdido la integridad de la membrana (Way y col., 1995). En este sentido, determinadas
combinaciones de marcadores pueden ser utilizadas para evaluar, simultaneamente, la
viabilidad de la célulay el status del acrosoma, como es el caso del Pl asociado al Fitc-PSA
(Centola y col., 1990; Way y col., 1995; Sukardi y col., 1997) y Fitc-PNA (Coy y col., 2002).
Otra posibilidad es emplear el Hoescht®33258 asociado al Fitc-PSA (Cross y col., 1986;
Berger, 1990; Kawakami y col., 1993b; Uhler y col., 1993; Baumber y col., 2000), que, tal
como para el Pl-Fitc-PSA o PNA, también posibilita la evaluacion del porcentaje de células
gue han perdido sus acrosomas pero que mantienen intacta la membrana sobre el nucleo, o
sea, el porcentaje de espermatozoides con reaccion acrosémica “verdadera” (Berger, 1990).
Sin embargo, el Pl puede sustituir al Hoescht®33258 como marcador de viabilidad, debido a
gue su técnica es mas accesible, siendo particularmente Gtil la combinacion con Fitc-PSA
para el examen simultdneo del acrosoma, puesto que Pl y Fitc-PSA pueden excitarse a la
misma longitud de onda (488 nm) (Centolay col., 1990) igual que sucede con Fitc-PNA (Coy
y col., 2002).

La asociacion PI-Fitc-PSA permite la deteccion de 4 sub-poblaciones de células: 1)
viable, acrosoma intacto; Il) viable, reaccién acrosémica “verdadera”; 1ll) muerto, acrosoma
intacto; 1V) muerto, reaccién acrosémica “falsa” o por degeneracion celular (Centola y col.,
1990; Sukardi y col., 1997).

Ademas, se estudia el uso de otros marcadores como es el caso Lyso Tracker
Green DND-26 (LYSO-G) (Thomas y col., 1997; 1998) y la Merocyanina/540/Yo-Pro-1
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(Kavak y col., 2003), ambas para la evaluacién de la integridad del acrosoma, asi como el
SYTO-17 (Thomas y col., 1997) y el SNARF-1 (Pefa y col., 1999a; Kavak y col., 2003),
ambos para el estudio de la viabilidad del espermatozoide, este ultimo asociado al PI-Fitc-

PSA, o delindo-1/AM para determinacion del flujo de calcio intra-celular (Brewis y col., 2001).

2.4.3.1.4. Evaluacion de la actividad mitocondrial

Adicionalmente al estudio de la viabilidad e integridad acrosomal, también la
actividad mitocondrial puede ser evaluada simultdneamente con marcadores
fluorescentes. El interés en evaluar esta estructura deriva de la importancia de las
mitocondrias en la produccién de ATP (adenosina-tri-fosfato), producido por fosforilacién
oxidativa y necesario para la motilidad y la fertilizacion. También es necesaria en el
mantenimiento de la motilidad y la preservacion de la funcionalidad de las membranas

plasmatica y mitocondrial (O"Connell y col., 2002).

Son conocidos los efectos de la congelacién sobre la pieza intermedia, como la
ruptura de la membrana y la disminucion de la densidad eléctrica de la matriz mitocondrial
(Jonesy Stewart, 1979). La disminucion de la motilidad puede ser atribuida a la pérdida de la
funcién mitocondrial (O"Connely col., 2002) y la ruptura de la membrana mitocondrial puede
ser un acontecimiento inicialmente potenciador de la muerte celular (Henry y col., 1993). Sin
embargo, la susceptibilidad de las membranas plasmética y mitocondrial a la

criopreservacion puede diferir dependiendo del tipo de crioprotector (O"Connely col., 2002).

Los trabajos de Harrison y Vickers (1990) indican que la membrana plasmatica y
mitocondrial pueden responder al choque térmico de modos distintos. Para estos autores, la
pérdida de la impermeabilidad plasméatica induce, a su vez, una rapida pérdida de
componentes intra-celulares y como consecuencia inmediata se produce una insuficiencia de
nucledtidos como la adenina que no estaran disponibles para la fosforilacion oxidativa; hecho
que afectara a la motilidad, independientemente de la potencial capacidad de la mitocondria
para proveer energia. En este sentido, el marcador mitocondrial Rodamina 123 (R123) ha
sido utilizado en distintos trabajos con el fin de evaluar la funcionalidad de este organulo del

espermatozoide.

La especificidad de la R123 para la mitocondria fue descrita por Johnson y col.
(1980), quedando probado que seria altamente improbable que otras estructuras

citoplasméticas puedan ser tefiidas con la R123. Este marcador fluorescente permite la
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localizacion de las mitocondrias en células vivas, dada su elevada selectividad por este
organulo, posibilitando la deteccion de alteraciones en la distribucion, forma y organizacion
mitocondrial (Jonhson y col., 1980). La R123 tiene una carga positiva en un pH fisiolégico y
parece que su acumulacion selectiva en las mitocondrias de las células vivas se basa en la
atraccion entre sus moléculas y en el potencial eléctrico negativo y relativamente elevado

gue tiene la mitocondria funcional (Jonhson y col., 1980;1981; Chen y col., 1982).

Los trabajos de Graham y col. (1990) han confirmado que la R123 puede ser
utilizada en la deteccién de células espermaticas y que su intensa acumulacion se verificd en
mitocondrias completamente funcionales, de hecho, las células muertas no acumularon este
marcador. En el trabajo de Frasery col. (2002), cuando la proporcion de células que exhibian
fluorescencia con R123 disminuia, esta se acompafiaba de un aumento concomitante de

células que marcaban con Pl o H33258.

En cuanto al impacto de la R123 en el espermatozoide, esta no tiene efectos
citotoxicos evidentes (Johnsony col., 1980), ni afecta en los procesos metabdlicos, como su

consumo de oxigeno o la produccion de dioxido de carbono (Downing y col., 1991).

La R123 puede ser utilizada sola (Tucker y col., 1986) o, mas frecuentemente,
asociada a marcadores de viabilidad como es el caso del PI (Auger y col., 1989; 1993;
Karabinusy col., 1991; Henry y col., 1993; De Baulny y col., 1997; Papaioannouy col., 1997;
Segoviay col., 2000; Fraser y col., 2002), o en tincion triple, asociada al diacetato de carboxi-
dimetil-fluoresceina (CDMFDA)-PI (Ericsson y col., 1993), con el PI-PE-PSA (Graham y col.,
1990) o con PI-Fitc-PNA (Carvajal y col., 2004), para analisis simultaneo de viabilidad y
status acrosomal. La utilizacion conjunta R123-Pl parece adecuada para evaluar
espermatozoides suspendidos en medios con yema de huevo, caracterizados por una cierta

opacidad (Fraser y col., 2002).

Este marcador ha sido utilizado con éxito en la investigacion de la funcién
mitocondrial en distintos estudios. Como ejemplo tenemos los estudios del impacto de la
criopreservacion en la funciéon mitocondrial del espermatozoide del morueco (Windsor y
White, 1995) y del hombre (O"Connel y col., 2002), en la comparacién de la eficacia de
distintos protocolos de congelacion del semen bovino (Karabinus y col., 1991), o humano
(Henry y col., 1993), e incluso para estudiar la posible correlacion entre los estudios
citométricos de la funcion mitocondrial y los parametros clasicos de analisis de la calidad
seminal y la fertilidad in vivo (Ericsson y col., 1993). También ha sido utilizada en el estudio

de los efectos que la citometria de separacion, conocida por “sorting”, tenia en el
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espermatozoide humano (Augery col., 1993), en la evaluacion de distintos crioprotectores en
el espermatozoide de trucha (De Baulny y col., 1997), o en la evaluacion de los efectos de

los antibidticos en la refrigeracion (Segovia y col., 2000).

La utilizacion de la R123 conjuntamente con la microscopia de fluorescencia
posibilita la monitorizacion del potencial de membrana mitocondrial en células vivas de modo
que las variaciones en la intensidad fluorescente reflejan las variaciones intra-celulares del
potencial de membrana mitocondrial (Jonhson y col., 1981). Tras estas primeras
investigaciones con microscopia de fluorescencia esta tincion se aplicé con citometria de
flujo para la evaluacion del potencial de la membrana mitocondrial del espermatozoide y de
células somaticas cultivadas (Chen y col., 1982; Evenson y col., 1982). Los trabajos de
Evensony col. (1982) han evaluado simultdneamente la viabilidad espermatica, recurriendo
al bromuro de etidio. Se ha concluido que las alteraciones de la fluorescencia de la R123 se
deben a alteraciones en el potencial de membrana de la mitocondria y no en su nimero.
Ademads, se ha observado una buena correlacion entre motilidad espermatica e intensidad de

coloracion de R123.

Tucker y col. (1986) han ampliado los conocimientos sobre las funciones de la
R123 en el espermatozoide humano criopreservado e incubado a 37°C. En este trabajo, la
R123 se revelé6 como un método preciso de evaluacion de la viabilidad y del status
metabdlico del espermatozoide. En el espermatozoide metabdlicamente activo, su rapido y
previsible transporte, permite la exacta monitorizacion de su membrana y de su integridad
funcional. En este trabajo, realizado con microscopia de fluorescencia, la intensidad de
coloracién de la pieza intermedia ha sido correlacionada con el nimero de mitocondrias mas

que con su potencial.

Los trabajos de Auger y col. (1989) en el espermatozoide humano confirman la
correlacion entre actividad mitocondrial y motilidad espermatica computerizada,
particularmente significativa tras incubacion en un medio capacitante, en el que el parametro
con mayor correlacion con los resultados de la citometria ha sido el ALH y menos marcada
para los parametros de velocidad. Tras 24 h de incubacion el descenso de la actividad
mitocondrial ha sido menos marcado que el de la motilidad. Recientemente, los estudios de
O’Connelly col. (2002), también evidenciaron en el espermatozoide humano una correlacion
positiva entre la entrada de R123 y la motilidad progresiva del espermatozoide fresco y
descongelado. Este trabajo también evidencio que la reduccion de la motilidad podria ser

justificada por la reduccion en la actividad mitocondrial, asi como una similitud en la
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extension de los dafios causados por la criopreservacion en las membranas plasmatica y

mitocondrial, tal como ya lo habian concluido Henry y col. (1993).

Los estudios de Windsor y White (1993; 1995) y de Windsor (1997) han evaluado
el semen de morueco por medio de la determinacion cuantitativa de la absorcion de R123
por espectrofotometria. Estos trabajos evidenciaron que esta absorcion de R123 cambié en
presencia de los factores que reducen directamente el potencial de membrana del
espermatozoide, reforzando el interés de la utilizacion de la R123 como indicador en la
evaluacion de las lesiones en las membranas derivadas del choque térmico (Windsor y
White, 1993). También se puso de manifiesto que en el proceso de congelacion/
descongelacion (Windsor y White, 1995) se inducia la disminucion significativa de la
absorcion de R123. Por otra parte, las lesiones mitocondriales causadas por la congelacion
estan implicadas en la disminucion de la fertilidad del semen descongelado (Windsor, 1997),
y que éstas no quedan protegidas por la presencia de glicerol (Windsor y White, 1995;
Windsor, 1997).

Ademas de la R123, el fluorocromo JC-1 es otro marcador mitocondrial que ha
sido estudiado en distintos trabajos. Este marcador destaca por su elevada capacidad de
diferenciacion de las mitocondrias de acuerdo con su potencial de membrana (Garnery col.,
1997), diferenciando células con mitocondrias altamente funcionales de células con
mitocondrias poco funcionales (Graham, 2001). Este fluorocromo penetra selectivamente en
la membrana mitocondrial (Love y col., 2003) permitiendo la identificacion de dos
poblaciones de espermatozoides: - una poblacién que tifie de rojo-naranja, indicativo que el
JC-1 se acumula en la mitocondria bajo la forma de agregados y caracteristico de células
gue exhiben un elevado potencial de membrana, y - una segunda poblacion que tifie de
verde, debido a la presencia de monémeros en el interior de la membrana, caracteristico de
células que presentan un bajo potencial de membrana (Thomas y col., 1998). Su aplicacion
en la evaluacion de la funcionalidad mitocondrial ya se encuentra descrita en el hombre
(Kasai y col., 2002), en el toro (Thomas y col., 1998), en el caballo (Baumber y col., 2000;
Gravance y col., 2000), en el ratén (Gravance y col., 2001), y en el cerdo (Huo y col., 2002).
Los resultados obtenidos con el empleo de esta tinciébn han presentado una rigurosa
estimacion de la funcién mitocondrial asi como, una fuerte correlacién con el status funcional
del espermatozoide (Gravance y col., 2001). Otros trabajos destacaron la correlacion entre
los parametros de motilidad total (Love y col., 2003), potencial fertilizante (Kasaiy col., 2002)
y viabilidad (Huo y col., 2002; Love y col., 2003) con la funcionalidad mitocondrial. Estos
Ultimos autores encontraron también correlacién entre el potencial de la membrana'y el tipo

de movimiento espermatico, concretamente con los pardmetros de motilidad ALH, STRy LIN
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(Love y col., 2003). De igual modo, los trabajos de Martinez-Pastor y col. (2004), han
encontrado alguna correlacion entre la actividad mitocondrial medida por el JC-1 y la

motilidad total y progresiva.

2.4.3.2. Valoracion de la capacitacién mediante la pruebadetincion con clortetraciclina

La capacidad de fecundacién exige una correcta motilidad e integridad de la
membrana plasmética y del acrosoma, asi como la propiedad de capacitarse normalmente.
Una de las pruebas de evaluacion del estado de capacitacion espermatica es la
tincién fluorescente con clortetraciclina (CTC). En este examen las propiedades
fluorescentes de la CTC son utilizadas para evaluar el estado de capacitacién y la integridad
del acrosoma. Para ello, los espermatozoides son incubados in vitro en un medio estimulante
de la capacitacion y la exostosis acrosomal, como es el caso del ionéforo de calcio (A23187);
verificandose tras un periodo de incubacion, diferentes patrones de distribuciéon de la CTC,
gue demuestran los estadios de capacitacion. Estos patrones son: no-capacitado y acrosoma
intacto, designado por patrén F; capacitado y acrosoma intacto, patrén B; capacitado y
acrosoma reaccionado, patron AR (Ward y Storey, 1984; DasGupta y col., 1993). Estos
patrones de fluorescencia de la CTC reflejan las alteraciones asociadas a los niveles del Ca?*
intra-citoplasmaticos. En el patron F toda la cabeza del espermatozoide exhibe una
coloracion fluorescente homogénea, mientras en el patron B la fluorescencia esta limitada a
la region anterior de la cabeza. Cuando ocurre la reaccion acrosomica la coloracion es muy
marcada, y tras ésta, en el patron AR, la cabeza presenta una fluorescencia débil,

exceptuando una banda fina fluorescente en el segmento ecuatorial.

La aplicabilidad y fiabilidad de esta prueba en la determinacion del estado de
capacitacion del espermatozoide, ya utilizada en otras especies como el cerdo (Wang y col.,
1995; Jonhson Yy col., 1996) también esta comprobada en el perro (Hewitt y England, 1998;
Guérin y col., 1999; Rota y col., 1999a). La utilizacién simultdnea de un marcador de
viabilidad, como es el caso del Hoechst 33258, permite la monitorizacién de la viabilidad y

del status funcional (Hewitt y England, 1998).
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2.4.3.3. Actividad enzimatica del acrosoma

La deteccion de determinadas alteraciones provocadas por el ciclo de
criopreservacion puede exigir otro tipo de pruebas. Por ejemplo, el proceso de congelacion y
descongelacion induce ciertos dafios en el acrosoma, concretamente en la actividad de la
enzima amilasa, traduciéndose en alteraciones de la permeabilidad de los acrosomas no
detectadas por estudio microscépico (De Las Heras y col.,, 1996). En el perro, la
determinacion de la actividad de la enzima acrosina es indicativa del grado de lesién celular
tras el proceso de congelacion y descongelacion (Froman y col., 1984). Sin embargo,
Garner y col. (1986) sostienen que es muy dificil obtener una cuantificacién exacta de la

actividad de esta enzima.

2.4.3.4. Ensayos de unién y penetracion a zona peltcida

Una otra posibilidad de analizar la funcionalidad del espermatozoide in vitro es
evaluar su capacidad de penetracion en la zona pellcida. Los dos aspectos de la funcion
espermatica necesarios para la fecundacion in vivo son observados en esta prueba: la
motilidad y la propiedad de capacitarse normalmente. Los porcentajes de penetracion de los
espermatozoides a la zona son indicativos y predictivos de su potencial fertilizante (lvanovay
Mollova, 1993). Estos ensayos de interaccion permiten observar el numero de
espermatozoides adheridos a la superficie de la zona o los que ya iniciaron la reaccion

acrosémica y la penetracion.

Para evaluar la capacidad fertilizante del semen de perro ha sido utilizado el ensayo
de penetracion de zona pelucida (Hewitt y England, 1997) y el de union a zona (Strom-Holst
y col., 2000; Pefay col., 2004), asi como el ensayo de hemi-zona, en el que una mitad de la
Zzona es incubada con semen de una muestra-referencia (control), mientras la otra mitad es
incubada con la muestra con capacidad fertilizante desconocida (Mayenco-Aguirre y Pérez-
Cortés, 1998; lvanovay col., 1999). Este método es utilizado con frecuencia en la evaluacion
del semen humano (Franken y col., 1993), siendo también utilizado para evaluar
espermatozoides de cerdo (Fazeliy col., 1997). En el perro, el ensayo de hemizona, se ha
utilizado también para la evaluacion de la eficacia de distintos diluyentes (Sirivaidyapong y
col., 2000).

84



Revisién Bibliografica

Estas pruebas de penetracion y unién a zona estan consideradas por algunos
autores como lentas, caras y limitantes porque apenas evallan un pequefio conjunto de

espermatozoides en una poblacion.

2.4.3.5. Pruebas de inducciéon de la reaccién acrosémica

Fusién de la membrana
plasmatica con la
membrana acrosomal

Membrana acrosomal externa

Figura 2.5. Representacion esquematica de la reaccion acrosémica.
(Tomado de www.wisc.edu/ansci_repro).

La capacidad de los espermatozoides a sufrir la reacciéon acrosémica in vitro es un
pre-requisito a la fusién espermatozoide-ovocito. Esta capacidad se puede observar en
respuesta al estimulo del calcio ion6foro A23187 y esta significativamente relacionada con el
status de fertilidad. Asi se ha demostrado que la capacidad de sufrir reaccién acrosémica
esta disminuida o incluso ausente en hombres sub-fértiles. La utilizacién conjunta de
marcadores fluorescentes especificos del acrosoma ha permitido la monitorizacion de las
reacciones acrosémicas, asi, con la asociacion Fitc-PSA se ha conseguido la diferenciacion
de 3 patrones distintos: acrosoma intacto, parcialmente dafiado y acrosoma dafado

(Cummins y col., 1991).

El A23187 también indujo la reaccion acrosomica in vitro en el espermatozoide de
caballo con éxito, asi como la heparina (Christensen y col., 1996). Otros compuestos son
conocidos por inducir artificialmente la reaccién acrosémica como es el caso del dilauroil-

fosfatidil-colina, también conocido por PC12 (Nolan y col., 1992).
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Revisién Bibliografica

En el perro fue posible inducir motilidad hiperactivada y reaccién acrosomica del
semen fresco por Mahi y Yanagimachi (1978) tras 7 h de incubacién en un medio
desarrollado por ellos para la capacitacion canina que es conocido como Canine
Capacitation Medium o CCM que tiene bajo contenido en albumina. Mas recientemente,
Shimazu y col., (1992) solo han necesitado 4h de incubacion en un medio de Krebs-solucion
de bicarbonato de Ringer, cuyo contenido en albimina de suero bovino es el doble que para
el CCM y con unas condiciones de incubacioén similares, es decir, a 37°C bajo 5% de CO,,

pero con una concentracion espermatica reducida a la mitad.
Otra posibilidad de inducir la reaccion acrosdmica en esta especie es a través de la

incubacién con la zona pellcida intacta o solubilizada (Kawakamiy col., 1993 a), método que

posteriormente fue utilizado en el espermatozoide de cerdo (Cérdova y col., 1997).

86



3. MATERIAL Y METODOS






Material y Métodos

3.1. Disefio experimental

Para alcanzar los objetivos propuestos hemos dividido el estudio en dos grandes

partes y disefiado los siguientes experimentos:

Parte | - Refrigeracion

3.1.1. Experimento 1. Efectos de la adicion de aminoacidos en las caracteristicas

del semen refrigerado en el diluyente Tris-fructosa-acido citrico

Este experimento se ha dividido en 3 estudios independientes:

3.1.1.1. Experimento 1.1. Estudio preliminar: efectos en la motilidad de la

suplementacién en glutamina, prolina y taurina

El objeto de este experimento fue valorar visualmente la motilidad total y
progresiva de los espermatozoides en refrigeracion diluidos en medios suplementados
con los aminoé&cidos glutamina, prolina y taurina, a concentraciones de 30, 50 y 80 mM, a
fin de determinar cual de los aminoacidos y en que concentracion permite conservar

mejor las caracteristicas de motilidad del espermatozoide canino en refrigeracién a 4°C.

Para ello, se ha utilizado la fraccion espermatica de 9 eyaculados de 9 perros
Pastor Aleman de entre 3 y 6 afios. Dichos eyaculados fueron agrupados de 3 en 3 a fin
de constituir pools y asi, obtener una mayor variabilidad de individuos, al mismo tiempo
que un mayor volumen y nimero de espermatozoides por muestra a analizar; de modo
que fuera posible realizar los anélisis a lo largo de los dias. Unicamente se emplearon
eyaculados con motilidad progresiva mayor al 70% y un porcentaje de formas anormales
menor del 20%, las cuales fueron evaluadas por tincibn con eosina-nigrosina. Esta
selecciéon de eyaculados fue realizada in situ, inmediatamente a la recogida de cada
eyaculado; ademas se comprobd inmediatamente a la constitucion de cada pool que
estos mantenian la motilidad. Cada pool fue dividido en 10 alicuotas, las cuales se
mezclaron con cada unos de los medios diluyentes en la proporcién 1:5 (semen:
diluyente) dando Ilugar a una concentracion de aproximadamente 50x10°
espermatozoides por mL. Los eyaculados se obtuvieron entre Octubre y Noviembre del

2001. Las mediciones se realizaron visualmente a las 24, 48, 72, 96 y 168 horas (7 dias)
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post-refrigeracién a 4°C, tras 5 min a 38°C. El diluyente tris-fructosa-acido citrico-20%
yema sin suplementacién funcion6 como control. Para estudio de morfologia se han
realizado extensiones tefiidas con eosina-nigrosina. El estudio estadistico consistio en la
comparacion mediante analisis de la varianza (ANOVA) y el test de comparaciones
multiples de Duncan para p<0,05, siendo realizadas 3 réplicas en este estudio preliminar
(Martins y col., 2002).

3.1.1.2. Experimento 1.2. Efectos de la suplementacién con taurina en las
caracteristicas de motilidad, integridad de la membranay del acrosoma del

espermatozoide refrigerado con distintas proporciones de yema

El objeto de este experimento fue conocer el impacto de la suplementacion de la
taurina sobre distintos aspectos de las funciones espermaticas; haciendo variar el
porcentaje de yema en el diluyente de refrigeracion. De este modo seria posible
determinar si la adicion de este amino&cido al medio de refrigeracién permitiria, ademas
de una posible mejora en la movilidad espermética, bajar la concentracion de yema del

diluyente.

En este experimento han sido utilizados un total de 10 eyaculados, procedentes
de 2 Rottweiller, 7 Pastor Aleman y 1 Retriever Labrador con edades comprendidas entre

los 2y 4 afios y utilizados de 2 a 2, para constituir pools.

Tras la recogida, las motilidades total y progresiva de una muestra de cada
eyaculado y de cada pool han sido examinadas de inmediato. Simultdneamente, se
realizaron extensiones de cada pool fresco para su tincién con Spermac® a fin de analizar
las caracteristicas de morfologia espermética y de la integridad del acrosoma. La
evaluacion de la integridad de la membrana plasmatica fue determinada mediante el test

de endésmosis (esquema 3.1).

Cada pool ha sido diluido in situ y a la temperatura ambiente en 9 alicuotas de
igual volumen, la diluciébn practicada ha sido de 1:.5. La concentracién de

espermatozoides en la suspension final varié entre 40 y 50x10° espermatozoides por mL.

Han sido realizadas 5 réplicas de este experimento. En cada réplica el diluyente
tris-fructosa-acido citrico-20% yema sin suplementacion funcioné como control. El periodo
de las recogidas fue desde Septiembre hasta Diciembre de 2002.
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Previamente a cada andlisis de motilidad (visual y computerizado) las muestras de
cada alicuota permanecen 5 minutos a la temperatura ambiente, son diluidas hasta
25x10° espermatozoides por mL en su medio correspondiente y calentadas a 38°C en el
bafio antes de la evaluacién. Para el andlisis visual se ha utilizando un microscopio de
contraste de fases, provisto de una pletina calentable a 38°C. Han sido analizados un
total de 6 campos por cada muestra y en cada réplica. Las evaluaciones de la motilidad
(porcentaje de espermatozoides métiles y matiles progresivos) han sido realizadas por la
misma persona a lo largo del experimento. Para el analisis computerizado de la motilidad

se ha utilizado el analizador computerizado de imagen Sperm Class Analyzer

(SCA®2002).

El andlisis estadistico ha consistido en la comparacion, mediante un andlisis de la
varianza de pruebas repetidas (ANOVA) y el test de comparaciones multiples de Duncan
para p<0,05, de los nueve diluyentes de cada experimento entre si dia a dia. También se
obtuvieron las posibles correlaciones estadisticas entre los diferentes factores

investigados.

Las variables estudiadas en cada una de las 9 alicuotas desde el dia 0, dia de la
recogida, tras la dilucion e inmediatamente antes de la refrigeracion, hasta que la

motilidad fuese proxima a cero, han sido:

Cada 24h: hasta que la motilidad fuese proxima a cero,
a) Motilidad total y progresiva visuales
b) Integridad de la membrana mediante el test de endosmasis
c) Integridad del acrosoma mediante tincién con Spermac®
Cada 48h: hasta que el numero de alicuotas para diluyente era >2
a) Motilidad y velocidad mediante analisis computerizada de motilidad

(Sperm Class Analyzer, SCA®2002)
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3.1.1.3. Experimento 1.3. Evaluacion del estado de capacitacion de los
espermatozoides a lo largo del periodo de refrigeracién en el diluyente
suplementado por taurina 30 y 50 mM, mediante la prueba de tincién con

clortetraciclina

En funcién de los resultados del experimento anterior seleccionamos los
diluyentes con taurina a 0, 30 y a 50 mM con el 20% de yema para valorar el estado de

capacitacion de los espermatozoides realizando un marcaje con clortetraciclina (CTC).

Se utilizaron las segundas fracciones de eyaculados de 6 perros de 2 a 7 afios y
de raza Pastor Aleméan, agrupados 2 a 2. Fueron tomadas muestras simultaneas para el
andlisis con CTC y para la evaluacion computerizada de la motilidad y de los parametros
de velocidad, realizdndose estos analisis a intervalos de 72 horas, en los dias 0, 3,6y 9
tras la dilucién y refrigeracion (esquema 3.1). Se realizaron 3 réplicas de éste
experimento, realizado entre Marzo y Abril de 2002. El analisis estadistico se baso6 en la

comparacion mediante la ANOVA de un factor y la prueba de Duncan, para p<0,05.

Exp 1.2 Eyaculado individual

v

POOL

v

Equilibrio

v

Dilucién a 20°C en Tris-Fructosa-Acido Citrico

\ 4 \ 4 A
Control Supl TAU 30 mM Supl TAU 50 mM
A \ 4 y \ 4
5% 10% 20% 5% 10% 20% 5% 10% 20%
Yema Yema Yema

|

Refrigeracion (4°C)en 1-2 h

Monitorizacion
= Motilidad (visual) (cada 24h)
= Integridad membrana (cada 24h)
=  Morfologia acrosomal (cada 24h)
*  Motilidad (computerizado) (cada 48h)

7

Tris 20, Tau 30 20 y Tau 50 20
Exp 1.3 —> = Estado de capacitacion (prueba de tincion con clortetraciclina)

dias 0/3/6 y 9

Esquema 3.1. Resumen de los protocolos de los experimentos 1.2 y 1.3.
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Parte Il: Congelacion

3.1.2. Experimento 2. Estudio del empleo de etilenglicol como crioprotector en la

congelacion del espermatozoide de perro

Este experimento se realiz6 con el propésito de comparar la eficacia del
etilenglicol a distintas concentraciones frente a dos diluyentes mas utilizados (Noruego y

Uppsala-Equex) y de eficacia reconocida, que fueron considerados como medios control.

Para ello se utilizaron 13 eyaculados de 10 perros con edades entre los 2y 5
afios y de las razas Pastor Aleman, Rottweiller, Retriever Labrador y Cocker Spaniel. Los
eyaculados han sido agrupados para constituir 5 pools distintos, cada uno de los cuales
fue dividido en 6 alicuotas y diluido en los siguientes medios (ver tabla 3.1) a la

concentracion final de 50x10° espermatozoides/mL.

Tabla 3.1 - Diluyentes utilizados en el experimento 2

Diluyentes Abreviatura

Tris-Yema-Acido Citrico-8% Glicerol (Noruego) |
Tris-Yema-Acido Citrico-4% Etilenglicol I
Tris-Yema-Acido Citrico-8% Etilenglicol 1

Tris-Yema-Acido Citrico- 4% Glicerol + 4% Etilenglicol \%
Tris-Yema-Acido Citrico-5% Glicerol + 0,5% Equex (Uppsala-Equex I1) \%
Tris-Yema-Acido Citrico-5% Etilenglicol + 0,5% Equex VI

La descongelacion se realizé a 70°C durante 8 segundos y, a continuacion, las
muestras se diluyeron lentamente en el medio de descongelaciéon, buffer Tris (v. item
3.2.3.3), a proporcion 1:1 (v:v), manteniéndose en incubacion en bafio-maria a 38°C en

tubos protegidos de la luz.
Las variables estudiadas fueron:

- Tras la descongelacion y de 30-30 minutos hasta que la motilidad se acercara a
0%:
a) Motilidad total visual.
b) Motilidad computerizada, total y progresiva, determinada con el sistema
computerizado SCA® 2002.
c) Longevidad celular pos-descongelacién, en funcion de la duracion de la
motilidad.
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- Tras la descongelacién y después de 1h y 30 min en incubacion:
d) Viabilidad e integridad del acrosoma, determinadas mediante citometria de
flujo tras marcaje con los fluorocromos yoduro de propidio (PI) y Fitc-PSA.

e) Porcentaje de células vivas en muestras tefiidas con eosina-azul de anilina.

Se han realizado 5 réplicas del experimento. Las recogidas de eyaculados y su
congelacion fueron realizadas entre los meses de Octubre y Diciembre del 2003. El
estudio estadistico consistié en la comparacion de los distintos diluyentes, utilizando el
analisis de varianza factorial (ANOVA) y el test de comparaciones mdultiples de Duncan
para estudio de las diferencias entre grupos. Las diferencias se consideran significativas

para p<0,05.

3.1.3. Experimento 3. Interrelaciones entre la evaluacion de la funcionalidad
espermatica mediante marcaje con Rodamina-Pl y los parametros clasicos

de evaluacion de la calidad espermética

El objeto de este experimento fue evaluar la calidad espermética mediante
citometria de flujo asociada al marcaje de los espermatozoides con fluorocromos
indicadores de su funcionalidad, Rodamina (R123) y PI, correlacionandolo con la

motilidad y vitalidad espermaticas.

Para ello hemos recogido 10 eyaculados provenientes de 8 perros Pastor Aleman,
agrupados de 2 a 2 a fin de constituir 5 pools. Las recogidas fueron practicadas durante
el mes de Abril 2004. Cada pool fue dividido en 2 fracciones, siendo una mitad procesada
para la obtencidon de espermatozoides muertos, sumergiendo la alicuota en nitrégeno
liquido sin diluyente y descongelandola a 38°C un total de 3 veces consecutivas, a fin de
inducir dafios en la membrana. A continuacion, se diluy6 en el medio Tris-Fructosa-Acido
citrico-Yema; siendo esta considerada como muestra muerta. La otra mitad fue
preservada con diluyente Tris-Fructosa-Acido citrico-Yema, sin alterar los

espermatozoides, siendo considerada como muestra viva.

De este modo se obtuvieron a partir de cada pool 3 alicuotas con las siguientes
proporciones (esquema 3.2):

1) 100% de muestra viva, 0% de muestra muerta;

2) 100% de muestra muerta, 0% muestra viva,;

3) 50% de muestra viva + 50% de muestra muerta.
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En cada alicuota se han realizado los siguientes analisis:

a) Viabilidad y actividad mitocondrial evaluadas mediante citometria de flujo tras
marcaje con R123, Pl y su combinacion.

b) Porcentaje de células vivas y muertas con eosina-nigrosina.

c) Motilidad total visual.

d) Comparacion de los resultados obtenidos por citometria y por microscopia de
fluorescencia de cada una de las alicuotas mezcladas al 50% de muestra viva

y muerta.

Se han realizado 5 réplicas del experimento. El andlisis estadistico consistio en el
andlisis de varianza factorial (ANOVA) y la prueba de comparaciones mdultiples de
Duncan, comparadndose las caracteristicas de motilidad, viabilidad y actividad
mitocondrial de las distintas alicuotas. Las diferencias se consideran significativas para
p<0,05. Se realizaron asimismo correlaciones entre los distintos parametros evaluados

(motilidad, vivos mediante la tincidn con eosina y rodamina positivos).

100% muestra viva

100% muestra muerta

Mezcla al 50% de
muestra viva y de
muestra muerta

Esquema 3.2. Protocolo del experimento 3: alicuotas y respectiva coloracion.
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3.1.4. Experimento 4. Efectos de la suplementacion del diluyente de congelacidn

Uppsala-Equex con los aminoacidos taurina e hipotaurina

Este experimento incluye la realizacion de 2 estudios independientes, a partir de

los mismos eyaculados.

3.1.4.1. Experimento 4.1. Efectos en la motilidad, longevidad, viabilidad, integridad

del acrosomay actividad mitocondrial del espermatozoide descongelado

El objetivo del experimento 4.1 fue estudiar los efectos de la suplementacién en
aminodcidos taurina y hipotaurina a concentraciones de 0, 25, 50 y 75 mM del diluyente
que mejores resultados ha demostrado en el experimento 3, el diluyente

Uppsala-Equex II.

Para ello hemos recogido las segundas fracciones del eyaculado de 15 perros,
agrupéndolas de 3 en 3 con el objeto de obtener 5 pools distintos. Se pretendia conseguir
el mayor numero posible de pajuelas a concentracion aproximada de 80 millones de
espermatozoides por mL. Se realizaron 5 réplicas del experimento, siendo el periodo de
recogidas durante el mes de Mayo de 2004. Cada pool fue diluido en los siguientes

diluyentes (ver tabla 3.2).

Tras la descongelaciéon (70°C durante 8sg) el semen es diluido hasta 25
millones/mL en buffer Tris y después de 5 minutos en equilibrio a 38°C se procedi6 a

evaluar la motilidad.

Tabla 3.2 - Diluyentes utilizados en el experimento 4.1

Experimento 4.1 - Diluyentes de congelacion

1. Uppsala-Equex Il (Control)

2. Uppsala-Equex Il + 25 mM Taurina

3. Uppsala-Equex Il + 50 mM Taurina

4. Uppsala-Equex Il + 75 mM Taurina

5. Uppsala-Equex Il + 25 mM Hipotaurina
6. Uppsala-Equex Il + 50 mM Hipotaurina

7. Uppsala-Equex Il + 75 mM Hipotaurina
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En el experimento 4.1 las variables estudiadas fueron:

- Tras la descongelacién y de 30-30 minutos hasta que la motilidad fuese préxima a
0%, en incubacién a 38°C:
a) Motilidad total visual.
b) Motilidad computerizada, total y progresiva, determinada mediante el sistema
SCA®2002.

c) Longevidad pos-descongelacion de la motilidad.

-Tras la descongelacion y ala 1h y 30 min de incubacion a 38°C:
d) Motilidad total visual.
e) Viabilidad e integridad del acrosoma determinadas mediante la citometria de
flujo con los fluorocromos PI/Fitc-PSA.
f) Viabilidad y actividad mitocondrial con los fluorocromos Fitc-R123/Pl, mediante
citometria de flujo.
g) Porcentaje de espermatozoides vivos y muertos en muestras tefiidas con

eosina-azul de anilina.

3.1.4.2. Experimento 4.2. Induccién de la reaccién acrosémica con Ca?* ionéforo
A23187

En éste experimento el objetivo fue estudiar la capacidad funcional de los
espermatozoides congelados en los distintos diluyentes del experimento anterior para
sufrir reaccion acrosomica in vitro inducida por el calcio ionoforo. Los fluorocromos, Ply
Fitc-PNA o Fitc-PSA, asociados a la citometria de flujo han sido utlizados para

monitorizar las alteraciones en el tiempo.

Las variables estudiadas en este experimento han sido:

a) motilidad tras la descongelacién y pasados 20 minutos de incubacién en CCM.
b) integridad de la membrana plasmatica y estado del acrosoma mediante
citometria de flujo asociada a los fluorocromos PI/Fitc-PNA a los 5, 15 y 30
minutos tras el inicio de la incubacién con el Ca?" ionéforo. En algunos casos
también se utilizd PI/Fitc-PSA en el marcaje de los 30 minutos, para establecer

una similitud de tincién entre las mismas.
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| Marcaje con PI-PNA |

Espematozoides Citémetro
incubados > de
en CCM flujo

Esquema 3.3. Protocolo del experimento 4.2.

En ambos experimentos el estudio estadistico se ha realizado utilizando un
andlisis de la varianza para pruebas repetidas y el test de Duncan de comparacion de las

medias, para p<0,05.

3.2. Materiales

3.2.1. Material biol6gico

Como donantes de semen se han utilizado un total de 19 perros de fertilidad anterior
probada y que no recibian tratamiento alguno o padecian lesiones evidentes que
pudieran alterar su fertilidad. Sus edades estaban comprendidas entre 2 y 7 afios y sus
razas eran 13 Pastor Aleman, 3 Rottweiller, 2 Retriever Labrador y 1 Cocker Spaniel,
pertenecientes a la Unidad de Perros Policia de la Policia Nacional, cuya sede esta
situada en la Casa de Campo de Madrid. Estas instalaciones distan de la Facultad de
Veterinaria unos 15 minutos, siendo en ellas realizadas las primeras valoraciones

espermaticas encaminadas a la seleccion de los eyaculados y las diluciones iniciales.
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3.2.2. Material y equipo de laboratorio

a. Material de laboratorio

- Contador manual de células

- CronGmetro digital

- Camaras de Neubauer

- Micropipetas Biohit

- Probetas graduadas

- Matraces Erlenmeyer

- Tubos de citometria Becton Dickinson 352052

- Tubos Eppendorf de 1 mL

- Tubos Falcon de 15 mL

- Vasos de precipitado

- Espétulas, papel de aluminio,

- Filtros de acetato de celulosa con membrana de 0,20 um (Albet)

- Filtros Millipore con membrana de 0,45 um F-8273 (Millipore)

- Malla de nylon de 34 um de paso de luz (distribuida por Nessler. SA.
Madrid)

-Pajuelas de 0,5 mL (IMV), bolas metalicas para su taponamiento

-Material fungible: portaobjetos, cubreobjetos, puntas de pipetas

-Vectashield®(VectorLab, Burlingame, Ca - 24010)

b. Equipo de laboratorio

- Sistema computerizado de andlisis de motilidad, constituido por:
. Microscopio de contraste de fases Olympus BX50 con pletina
calentable.
. Camara Sony B/N
. Programa Sperm Class Analyzer (Microptic S.L.®, Barcelona)
version 2002
- Microscopio Olympus BX50 dotado de emisor de fluorescencia DP50 con
diversas longitudes de onda, incluida la de 488 nm que ha sido utilizada
en este trabajo.
- Microscopio de fluorescencia Olympus BH2 dotado con emision de

fluorescencia a 530 nm.
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- Citbmetro de flujo FACScan (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)
equipado con Laser de Argon capaz de operar a una longitud de onda de
488nm

- Microscopio 6ptico Olympus CH20

- Pletina con temperatura regulable (Minitiib HT200)

- Medidor de pH Micro pH 2000 (Crison)

- OsmoOmetro Advanced wide-range osmometer 2w2 (Advanced
Instruments, USA)

- Bafio Maria con temperatura regulable

- Centrifuga

- Vortex

- Agitador magnético

- Balanza de precision Gram

- Camara de refrigeracion a 4-5° C, camara de congelacion a -20°C.

- Contenedor de nitrégeno liquido Taylor-Warton

3.2.3. Reactivos, medios y soluciones

a. Preparacion de los medios diluyentes de refrigeracién y congelacion

Al diluyente-base constituido por Tris (hidroxymetil) aminometano, &cido citrico,
D-fructosa, penicilina y di-hidro-estreptomicina, le fueron afiadidos los aminoacidos
Taurina o Glutamina a distintas molaridades y, por ultimo, la yema de huevo a

concentraciones de 5, 10 0 20% (v/v).

Los diluyentes fueron preparados con una semana de antelacion, divididos en
alicuotas y guardados en tubos y conservados en congelacion a -20°C hasta su uso. El
pH de los diluyentes fue ajustado a 6,6-6,8. Los diluyentes, dependiendo de su
constitucion, han sido filtrados en filtros de 0,20 y 0,45 um; cuando contenian yema de
huevo fueron centrifugados a 3000g durante 30 min, antes de ser filtrados.
Inmediatamente antes de su uso, los diluyentes se descongelaron en bafio de agua a
37°C. Las cantidades de los distintos constituyentes estan calculadas para un volumen

final de diluyente de 200 mL.

El agua ultra-pura utilizada en la preparacion de los medios y soluciones fue

destilada en el Milli Q.Plus®, Millipore.
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3.2.3.1. Diluyentes de refrigeracion

a. Diluyente Tris-Fructosa-Acido citrico-20% Yema (Andersen, 1972)

Tabla 3.3 - Diluyente de refrigeracion Tris-20%Yema

Componente Referencia Cantidad
Tris 141940 (Panreac) 6,059
Acido citrico 141018 (Panreac) 349
Fructosa 142728 (Panreac) 259
Penicilina P-3032 (Sigma) 200000 Ul
Estreptomicina S-9137 (Sigma) 0,29
Yema de huevo 20%(40mL)
pH 6,62
Osmolaridad 331 mOsm

b. Diluyentes Tris-Fructosa-Acido citrico-20% Yema suplementados con

Glutamina

Tabla 3.4 - Diluyentes de refrigeracién Tris-20%Yema-Glutamina 30/50/80 mM

Componente Referencia Glutamina 30 Glutamina 50 Glutamina 80
Tris 141940 (Panreac) 6,059 = =
Acido citrico 141018 (Panreac) 34¢9 = =
Fructosa 142728 (Panreac) 259 = =
L-Glutamina G-5763 (Sigma) 30 mM 50 mM 80 mM
Penicilina P-3032 (Sigma) 200000 Ul = =
Estreptomicina S-9137 (Sigma) 029 = =
Yema de huevo 20%(40mL) = =
pH 6,7
Osmolaridad 357 mOsm 373 mOsm 407 mOsm
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c. Diluyentes Tris-Fructosa-Acido citrico-20% Yema suplementados con

Prolina

Tabla 3.5 - Diluyentes de refrigeracion Tris-20% Yema-Prolina 30/50/80 mM

Componente Referencia Prolina 30 Prolina 50 Prolina 80
Tris 141940 (Panreac) 6,059 = =
Acido citrico 141018 (Panreac) 349 = =
Fructosa 142728 (Panreac) 259 = =
Prolina P-8449 (Sigma) 30 mM 50 mM 80 mM
Penicilina P-3032 (Sigma) 200000 Ul = =
Estreptomicina S-9137 (Sigma) 0,29 = =
Yema de huevo 20%(40mL) = =
pH 6,7
Osmolaridad 307 mOsm 320 mOsm 365 mOsm

d. Diluyentes Tris-Fructosa-Acido citrico-20% Yema suplementados con

Taurina

Tabla 3.6 - Diluyentes de refrigeracion Tris-20%Yema-Taurina 30/50/80 mM

Componente Referencia Taurina 30 Taurina 50 Taurina 80
Tris 141940 (Panreac) 6,059 = =
Acido citrico 141018 (Panreac) 349 = =
Fructosa 142728 (Panreac) 259 = =
Taurina T-9931 (Sigma) 30 mM 50 mM 80 mM
Penicilina P-3032 (Sigma) 200000 UI = =
Estreptomicina S-9137 (Sigma) 029 = =
Yema de huevo 20%(40mL) = =
pH 6,6
Osmolaridad 316 mOsm 348 mOsm 386 mOsm
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e. Diluyentes Tris-Fructosa-Acido citrico-5/10% Yema

Tabla 3.7 - Diluyentes de refrigeracion Tris-5/10%Yema

Componente Referencia Tris 5 Tris 10
Tris 141940 (Panreac) 6,059 =
Acido citrico 141018 (Panreac) 349 =
Fructosa 142728 (Panreac) 259 =
Penicilina P-3032 (Sigma) 200000 Ul =
Estreptomicina S-9137 (Sigma) 0,29 =
Yema de huevo 5%(10mL) 10%(20mL)
pH 6,62
Osmolaridad 331 mOsm

f. Diluyentes Tris-Fructosa-Acido citrico-5/10/20% Yema suplementados con

Taurina

Tabla 3.8 - Diluyentes de refrigeracién Tris-5/10/20%Yema-Taurina 30 mM

Componente Referencia Taurina 30 5 Taurina 30 10 Taurina 30 20
Tris 141940 (Panreac) 6,059 = =
Acido citrico 141018 (Panreac) 349 = =
Fructosa 142728 (Panreac) 25¢9 = =
Taurina T-9931 (Sigma) 30 mM = =
Penicilina P-3032 (Sigma) 200000 Ul = =
Estreptomicina S-9137 (Sigma) 029 = =
Yema de huevo 5% 10% 20%
pH 6,62
Osmolaridad 316 mOsm
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Tabla 3.9 - Diluyentes de refrigeracion Tris-5/10/20%Yema-Taurina 50 mM

Componente Referencia Taurina 50 5 Taurina 50 10 Taurina 50 20
Tris 141940 (Panreac) 6,059 = =
Acido citrico 141018 (Panreac) 3449 = =
Fructosa 142728 (Panreac) 259 = =
Taurina T-9931 (Sigma) 50 mM = =
Penicilina P-3032 (Sigma) 200000 Ul = =
Estreptomicina S-9137 (Sigma) 02g = =
Yema de huevo 5% 10% 20%
pH 6,63
Osmolaridad 348 mOsm

3.2.3.2. Diluyentes de congelacion

a. Diluyente Noruego (Andersen, 1972)

Tabla 3.10 - Diluyente Noruego

b. Diluyente con 4% de Etilenglicol

Tabla 3.11 - Diluyente 4% etilenglicol

Componente Laboratorio Cantidad Componente Laboratorio Cantidad
Tris 141940 (Panreac) 6,059 Tris 141940 (Panreac) 6,059
Acido citrico 141018 (Panreac) 349 Acido citrico 141018 (Panreac) 349
Fructosa 142728 (Panreac) 25¢9 Fructosa 142728 (Panreac) 25¢9
Glicerol 141339 (Panreac) 16 mL Etilenglicol 141316 (Panreac) 8 mL
Penicilina P-3032 (Sigma) 200000 I Penicilina P-3032 (Sigma) 200000 UI
Estreptomicina S-9137 (Sigma) 0,29 Estreptomicina S-9137 (Sigma) 0,29
Yema de huevo 20% Yema de huevo 20%
pH 6,78 pH 6,74
Osmolaridad 2900 mOsm Osmolaridad 1368 mOsm

104




Material y Métodos

c. Diluyente con 8% de Etilenglicol

Tabla 3.12 - Diluyente 8% etilenglicol

d. Diluyente con 4% Etilenglicol y 4% de Glicerol

Tabla 3.13 - Diluyente 4% etilenglicol y 4% glicerol

Componente Laboratorio Cantidad Componente Laboratorio Cantidad
Tris 141940 (Panreac) 6,059 Tris 141940 (Panreac) 6,059
Acido citrico 141018 (Panreac) 349 Acido citrico 141018 (Panreac) 349
Fructosa 142728 (Panreac) 259 Fructosa 142728 (Panreac) 259
Etilenglicol 141316 (Panreac) 16 mL Glicerol 141339 (Panreac) 8 mL
Penicilina P-3032 (Sigma) 200000 Ul Etilenglicol 141316 (Panreac) 8 mL
Estreptomicina S-9137 (Sigma) 0,29 Penicilina P-3032 (Sigma) 200000 Ul
Yema de huevo 20% Estreptomicina S-9137 (Sigma) 0,29
pH 6,74 Yema de huevo 20%
Osmolaridad 2807 mOsm pH 6,73

Osmolaridad 2993 mOsm

e. Diluyente de congelacion 5% Glicerol y 0,5% Equex® (“Uppsala/Equex I1”)
(Linde-Forsberg, 2002)

Tabla 3.14 - Diluyente “Uppsala/Equex II”

Componente Laboratorio Cantidad
A B

Tris 141940 (Panreac) 3,025¢g 3,025¢g
Acido citrico 141018 (Panreac) 1,79 1,79
Fructosa 142728 (Panreac) 1,25¢9 1,259
Glicerol 141339 (Panreac) 3mL 7 mL
Equex® Nova Chemical** - 1mL
Benzil-Penicilina P-3032 (Sigma) 0,06* g 0,06* g
Estreptomicina S-9137 (Sigma) 0,19 0,1¢g
Agua ultrapura Hasta 77 mL hasta 72 mL
Yema de huevo 20 mL 20 mL
pH 6,74
Osmolaridad 988 mOsm 2905 mOsm

*En 0,3 mL de agua miLi-Q **Nova Chemical Sales Inc., Scituate, MA, USA
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f. Diluyente de congelacion 5% Etilenglicol y 0,5% Equex®

Tabla 3.15 - Diluyente 5%Etilenglicol y 0,5%Equex

Componente Laboratorio Cantidad
A B

Tris 141940 (Panreac) 3,025¢ 3,025¢g
Acido citrico 141018 (Panreac) 1,79 1,79
Fructosa 142728 (Panreac) 1,259 1,25¢9
Etilenglicol 141316 (Panreac) 3mL 7 mL
Equex® Nova Chemical - 1mL
Benzil-Penicilina P-3032 (Sigma) 0,06* g 0,06* g
Estreptomicina S-9137 (Sigma) 0,1g 0,1lg
Agua ultrapura Hasta 77 mL hasta 72 mL
Yema de huevo 20 mL 20 mL
pH 6,74
Osmolaridad 1058 mOsm 2961 mOsm

*En 0,3 mL de agua miLi-Q

g. Diluyentes Uppsala-Equex suplementados con aminoacidos

Diluyentes Uppsala-Equex-Taurina

Tabla 3.16 - Diluyente “Uppsala/Equex” suplementado con Taurina 25mM

Componente Laboratorio Cantidad
A B

Tris 141940 (Panreac) 3,025¢g 3,025¢g
Acido citrico 141018 (Panreac) 1,79 1,79
Fructosa 142728 (Panreac) 1,259 1,25¢9
Glicerol 141339 (Panreac) 3mL 7 mL
Equex® Nova Chemical - 1mL
Taurina T-9931 (Sigma) 12,5 mM 12,5 mM
Benzil-Penicilina P-3032 (Sigma) 0,06* g 0,06* g
Estreptomicina S-9137 (Sigma) 0,1¢g 01lg
Agua ultrapura hasta 77 mL hasta 72 mL
Yema de huevo 20 mL 20 mL
pH 6,70 6,73
Osmolaridad 965 mOsm 2997 mOsm

*En 0,3 mL de agua miLi-Q
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Tabla 3.17 - Diluyente “Uppsala/Equex” suplementado con Taurina 50 mM

Componente Laboratorio Cantidad
A B

Tris 141940 (Panreac) 3,025¢ 3,025¢g
Acido citrico 141018 (Panreac) 1,79 1,79
Fructosa 142728 (Panreac) 1,259 1,259
Glicerol 141339 (Panreac) 3mL 7 mL
Equex® Nova Chemical - 1mL
Taurina T-9931 (Sigma) 25 mM 25 mM
Benzil-Penicilina P-3032 (Sigma) 0,06* g 0,06* g
Estreptomicina S-9137 (Sigma) 0,1g 0,1g
Agua ultrapura hasta 77 mL hasta 72 mL
Yema de huevo 20 mL 20 mL
pH 6,73 6,72
Osmolaridad 974 mOsm 2999 mOsm

*En 0,3 mL de agua miLi-Q

Tabla 3.18 - Diluyente “Uppsala/Equex” suplementado con Taurina 75 mM

Componente Laboratorio Cantidad
A B

Tris 141940 (Panreac) 3,025¢g 3,025¢g
Acido citrico 141018 (Panreac) 1,79 1,79
Fructosa 142728 (Panreac) 1,259 1,25¢9
Glicerol 141339 (Panreac) 3mL 7 mL
Equex® Nova Chemical - 1mL
Taurina T-9931 (Sigma) 32,5 mM 32,5 mM
Benzil-Penicilina P-3032 (Sigma) 0,06* g 0,06* g
Estreptomicina S-9137 (Sigma) 0,1g 0,1lg
Agua ultrapura Hasta 77 mL hasta 72 mL
Yema de huevo 20 mL 20 mL
pH 6,72
Osmolaridad 1009 mOsm 3004 mOsm

*En 0,3 mL de agua miLi-Q
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Diluyentes Uppsala-Equex-Hipotaurina

Tabla 3.19 - Diluyente “Uppsala/Equex” suplementado con Hipotaurina 25mM

Componente Laboratorio Cantidad
A B

Tris 141940 (Panreac) 3,025¢g 3,025¢g
Acido citrico 141018 (Panreac) 1,79 1,79
Fructosa 142728 (Panreac) 1,259 1,259
Glicerol 141339 (Panreac) 3mL 7 mL
Equex® Nova Chemical - 1mL
Hipotaurina H-1384 (Sigma) 12,5 mM 12,5 mM
Benzil-Penicilina P-3032 (Sigma) 0,06* g 0,06* g
Estreptomicina S-9137 (Sigma) 0,1g 019
Agua ultrapura hasta 77 mL hasta 72 mL
Yema de huevo 20 mL 20 mL
pH 6,72
Osmolaridad 984 mOsm 2990 mOsm

*En 0,3 mL de agua miLi-Q

Tabla 3.20 - Diluyente “Uppsala/Equex” suplementado con Hipotaurina 50 mM

Componente Laboratorio Cantidad
A B

Tris 141940 (Panreac) 3,025¢g 3,025¢g
Acido citrico 141018 (Panreac) 1,79 1,79
Fructosa 142728 (Panreac) 1,259 1,259
Glicerol 141339 (Panreac) 3mL 7 mL
Equex® Nova Chemical - 1mL
Hipotaurina H-1384 (Sigma) 25 mM 25 mM
Benzil-Penicilina P-3032 (Sigma) 0,06* g 0,06* g
Estreptomicina S-9137 (Sigma) 01lg 0,19
Agua ultrapura hasta 77 mL hasta 72 mL
Yema de huevo 20 mL 20 mL
pH 6,72 6,73
Osmolaridad 998 mOsm 2990 mOsm

*En 0,3 mL de agua miLi-Q
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Tabla 3.21 - Diluyente “Uppsala/Equex” suplementado con Hipotaurina 75 mM

Componente Laboratorio Cantidad
A B

Tris 141940 (Panreac) 3,025¢g 3,025¢
Acido citrico 141018 (Panreac) 1,79 1,79
Fructosa 142728 (Panreac) 1,259 1,259
Glicerol 141339 (Panreac) 3mL 7 mL
Equex® Nova Chemical - 1mL
Hipotaurina H-1384 (Sigma) 32,5 mM 32,5 mM
Benzil-Penicilina P-3032 (Sigma) 0,06* g 0,06* g
Estreptomicina S-9137 (Sigma) 0,1g 01lg
Agua ultrapura hasta 77 mL hasta 72 mL
Yema de huevo 20 mL 20 mL
pH 6,73 6,71
Osmolaridad 1022 mOsm 2991 mOsm

*En 0,3 mL de agua miLi-Q

3.2.3.3. Medio de descongelacion

Este medio que, basicamente es un tampén Tris-fructosa (Linde-Forsberg, 2002;
Pefia y col., 2003b), fue utilizado para diluir las muestras tras la descongelaciéon y como
medio de incubacion para la prueba de termorresistencia, realizado a 38°C en
condiciones de oscuridad en tubos protegidos de la luz siendo para tal revestidos por

papel de aluminio.

Tabla 3.22 - Medio de descongelacion

Componente Laboratorio Cantidad
Tris 141940 (Panreac) 3,025¢g
Acido citrico 141018 (Panreac) 1,79
Fructosa 142728 (Panreac) 1,25¢
Agua ultrapura hasta 100 mL
Benzil-Penicilina P-3032 (Sigma) 0,06 g
Estreptomicina S-9137 (Sigma) 0,1g
pH 6,74
Osmolaridad 378mOsm
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3.2.3.4. Solucién hipo-osmatica para evaluacion de endésmosis

Esta solucion (England y Plummer, 1993) se conserva en refrigeracion a 4°C

hasta su uso, dentro de 24h.

Tabla 3.23 - Solucion hipo-osmética

Componente Laboratorio Cantidad
Citrato sédico 131655 (Panreac) 1,02¢g
Agua ultrapura 100 mL
pH 6,75
Osmolaridad 100 mOsm

3.2.3.5. Solucién de formol-citrato

Esta solucion se conserva a temperatura ambiente.

Tabla 3.24 - Solucién formol-citrato

Componente Laboratorio Cantidad
Citrato soédico 131655 (Panreac) 3449
Formol 0,5mL
Agua ultrapura 100 mL

3.2.3.6. Medios y soluciones para la citometria de flujo

a. PBS

La solucion salina fosfatada (PBS) es utilizada para diluir el semen tras la
descongelacion y como medio de incubacién antes del marcaje del semen con los

fluorocromos. También se utiliza para diluir los eyaculados tras la recoleccién, para el

apropiado examen de la motilidad visual.
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Tabla 3.25 - Solucién salina fosfatada

Componente Laboratorio Cantidad
PSB P-3813 (Sigma) 1 sobre
Agua ultrapura 1000 mL
pH 6,8

b. Solucion de Pl para evaluacion de la viabilidad

La solucion de Pl se prepar6 a partir de la solucion stock (1 mg/mL) diluida
posteriormente hasta una concentracion de trabajo de 0,1 mg/mL (Papaioannou y col.,
1997). Permite determinar el porcentaje de espermatozoide vivos y muertos mediante

citometria de flujo y microscopia de fluorescencia.

Tabla 3.26 - Composicion solucion de trabajo Pl

Componente Laboratorio Cantidad
Pl P-4170 (Sigma) 0,1 mg
Agua ultra-pura 1mL

Esta solucion de trabajo se conserva por refrigeracion y al abrigo de la luz.

c. Solucién FITC-PSA o PNA para evaluacion de la integridad del acrosoma

La solucion FITC-PSA o PNA (isotiocianato de fluoresceina conjugado con la
lectina de Pisum sativum, PSA, o con la lectina de Arachis hypogea, PNA) permite la
determinacion de la reaccion del acrosoma mediante citometria de flujo o microscopia de
fluorescencia. La solucion de trabajo se prepara diluyendo la solucion stock (1mg/mL)
para conseguir la concentracion de trabajo de 0,1 mg/mL. Esta solucion de trabajo se

conserva en refrigeracion y al abrigo de la luz.

Tabla 3.27 - Composicion solucion de trabajo FITC-PSA/PNA

Componente Laboratorio Cantidad
Fitc-PSA L-0770 (Sigma) 01m
Fitc-PNA L-7381 (Sigma) - Mg
PBS 1mL
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d. Solucion Rodamina 123 para evaluacién de la actividad mitocondrial

Esta solucion permite valorar de la presencia de actividad mitocondrial de los
espermatozoides, mediante la tincién del tracto intermedio, determinada por citometria de
flujo o por microscopia de fluorescencia. Se prepara a partir de la solucion stock (1
mg/mL), a fin de obtener la concentracion (de trabajo) o solucion final de 0,1 mg/mL

(Papaioannou y col., 1997), que se conserva por refrigeracion y al abrigo de la luz.

Tabla 3.28 - Composicién solucion de trabajo R123

Componente Laboratorio Cantidad
R123 R-8004 (Sigma) 0,1 mg
Agua ultra-pura 1mL

3.2.3.7. Solucién para la prueba con clortetraciclina

La solucién de clortetraciclina (CTC) (Guérin y col., 1999), para determinacion del
estado de capacitacidon del espermatozoide ha sido preparada inmediatamente antes de
cada experimento y mantenida protegida de la luz. La preparacion de esta solucion

comprende la elaboracién previa de un “buffer” al cual es afiadida la clortetraciclina.

Tabla 3.29 - Solucion de CTC en agua ultrapura

Componente Laboratorio Molaridad
Buffer Tris 141940 (Panreac) 20 mM
Cl Na S-5886 (Sigma) 130 mM
DL-cisteina C-4022 (Sigma) 5mM
CTC C-4881 (Sigma) 750 uM
pH 7.8

3.2.3.8. Medio de capacitacion canino ‘Canine Capacitation Medium’ (CCM)

Hemos utilizado el medio de capacitacion descrito por Guérin y cols (1999), (CCM
modificado), en cuya composicion el Tris sustituye el COsHNa a fin de evitar los efectos
dafinos que este ejerce en el espermatozoide del perro. Sin embargo, hemos mantenido

la concentracion de BSA de la formula del CCM “original” (Mahi y Yanagimachi, 1978),
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dado que no se buscaba acelerar la capacitacién del semen mediante el incremento en la

concentracion de este componente, al revés de lo que realizo Guérin y cols (1999).

Tabla 3.30 - Medio CCM

Componente Laboratorio Cantidad
Cloruro de sodio (NacCl) S-5886 (Sigma) 83,49 mM
Cloruro de potasio (KCI) P-8041 (Sigma) 4,78 mM
Cloruro de calcio (CaCl,.2H,0) C-7902 (Sigma) 1,71 mM
Fosfato de potasio (KH;POy P-6416 (Sigma) 1,19 mM
Tris (Hidroximetil) Aminometano 141940 (Panreac) 66 mM
D-Glucosa G-8270 (Sigma) 2,78 mM
Acido Pirtvico (sal sédico) P-4562 (Sigma) 0,25 mM
Acido Léctico (sal sédico) 71716 (Fluka) 21,55 mM
Albumina sérica bovina (BSA) A-9418 (Sigma) 2g/lL
Penicilina G P-3032 (Sigma) 100 Ul/mL
Sulfato de estreptomicina S-9137 (Sigma) 50pg/mL
pH 7.8
Osmolaridad 300 mOsm

3.2.3.9. Solucion de eosina-azul de anilina o nigrosina para evaluacion del
porcentaje de espermatozoides vivos y muertos y la morfologia

espermética
La tincion eosina-azul de anilina permite determinar el numero de
espermatozoides vivos y muertos en una extension de semen asi como su examen

morfolégico.

Tabla 3.31 - Tincién eosina-azul de anilina/eosina-nigrosina

Componente Referencia Cantidad
Eosina Y E-6003 (Sigma) 0,4 g**
Azul de anilina 253708.1604 (Panreac) 5 mg*
o Nigrosina 50420 (Panreac) 5 mg*
Citrato de sodio 141655 (Panreac) 30
pH 6.8

* en 100 mL de agua ultra-pura **en 50 mL de solucién buffer de citrato de sodio

La solucién de buffer citrato se prepara poniendo 3 g de citrato de sodio en 100
mL de agua ultra-pura, ajustando el pH a 6,8 con una solucién de acido citrico al 4%.

Mientras, el azul de anilina o la eosina se preparan poniendo 5 mg de azul de anilina/
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eosina en 100 mL de agua ultra-pura. La eosina-azul de anilina/nigrosina se prepara
disolviendo 0,4 g de eosina Y en 50 mL de solucion buffer y se agregan 5 mL de solucion
de azul de anilina/nigrosina (Borg y col., 1997). Se han utilizado indistintamente las dos
tinciones, dado que ambas son tradicionalmente utilizadas para el mismo cometido en
todas las especies. La extensidn se prepara atemperando previamente eosina-azul de
anilina, portaobjetos y cubreobjectos a 38°C. La proporcién eosina-azul de anilina/ semen

es volumen/ volumen.

3.2.3.10. Solucién de Ca* ioné6foro para induccién de la reaccién acrosémica

Se ha empleado ionéforo de calcio A23187 a una solucion inicial de 2 mM en
dimetil-sulféxido (DMSQ) para preparar soluciones finales de 2,5y 10 uM en medio
CCM.

Tabla 3.32 - Solucion de ion6foro de calcio

Componente Laboratorio
lono6foro calcico A23187 C7522 (Sigma)
DMSO D2650 (Sigma)

3.3. Métodos

3.3.1. Recoleccién del semen

Los eyaculados utilizados en este trabajo se obtuvieron mediante manipulacion
digital, segun el método descrito por Seager (1972). En todos los experimentos
realizados, las 3 fracciones del eyaculado se recogieron por separado, utilizadndose

exclusivamente la segunda fraccidn o fraccion espermatica.

3.3.2. Evaluacién del semen

3.3.2.1. Volumen

Tras la recogida, el volumen de la fraccion espermatica de cada eyaculado fue

determinado de inmediato, midiendo el volumen en tubo calibrado.
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3.3.2.2. Concentracion

La concentracion de cada pool fue determinada, para todos los experimentos,
utilizando una camara de recuento de Neubauer, tras la dilucion del semen a 1:200 con
formol citrato. El numero total de espermatozoides se calculdé multiplicando la

concentracion por el volumen de la segunda fraccién (England y Allen, 1989).

3.3.2.3. Motilidad

3.3.2.3.1. Estimacion subjetiva

Inmediatamente tras la recogida una muestra de cada eyaculado es analizada
visualmente in situ para la estimacion subjetiva de la motilidad total y progresiva. Para
ello, dicha muestra es diluida 1:6 v/v en PBS a 34°C colocandose una gota entre un porta
y un cubre precalentados en pletina calentable a 38°C. Se determiné el porcentaje
aproximado de espermatozoides matiles y mdétiles progresivos (movimiento rapido,
rectilineo y constante) visualizando al menos 5 campos y estimando subjetivamente la
media. Este examen se realizO con microscopio Optico bajo 40 y 400 aumentos,
respectivamente. Solamente se utilizaron eyaculados con una motilidad progresiva

superior al 75%.

Para el analisis de la motilidad subjetiva de las alicuotas tras la refrigeracion y la
descongelacion, las muestras han sido previamente suspendidas en PBS o en el medio
de descongelacion hasta obtener una concentracion de 25x10° espermatozoides/mL. Se
ha utilizado un microscopio de contraste de fases, provisto de una pletina calentable a

38°C, analizandose un total de 6 campos por cada muestra.

Las evaluaciones de la motilidad (porcentaje de espermatozoides motiles y métiles

progresivos) fueron realizadas por la misma persona a lo largo del experimento.

115



Material y Métodos

3.3.2.3.2. Andlisis computerizado de la motilidad (SCA)

Las muestras analizadas fueron

previamente diluidas hasta 25x10°

espermatozoides/mL, del mismo modo i

gue para la evaluacion subjetiva de la il

motilidad. Se utilizaron 5 puL de cada

alicuota diluida, en porta caliente a 38°C

cubierto con cubre de 22x22 mm. Siendo | w= > 5 \

capturados 6-10 campos de cada :

L I I T L}

muestra obtenidos a partlr de 2 gOtaS Fotografia 3.1. Sistema informatico para el analisis de

distintas, de los cuales 5 han sido motilidad, SCA version 2002.

guardados para su posterior

procesamiento.

En cada andlisis se han estudiado entre 150 y 200 espermatozoides en funcién de
las siguientes caracteristicas de motilidad, velocidad y angularidad:

- total maétiles (MT, %)

- motiles progresivos (MP, %),

- velocidad curvilinea (VCL, um/s)

- velocidad rectilinea (VSL, um/s)

- velocidad promedio (VAP, um/s)

- indice de linearidad (LIN, %)

- amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, um)

Tabla 3.33 - Valores utilizados en el analisis computerizado

Parametro Valor
Imagenes/seg. 25
Optica PH negativo
Area particulas (minimo) 20
Progresivos (%STR) 80
Conectividad 12
N° min para calcular ALH 10

La velocidad se ajusté en cada

Fotografia 3.2. Imagen del sistema informatico para el
andlisis de la motilidad. Los espermatozoides estaticos se

.. L marcan amarillos, mientras que los rapidos marcan en
movimiento se catalogaran como estaticos. rojo.

secuencia para que los espermatozéides sin
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3.3.2.4. Morfologia

Las extensiones de semen se realizaron en portas, que se secaron al aire y se
fijaron y tifieron con Spermac® (Stain Enterprises, Republic of South Africa), para
proceder al analisis de las caracteristicas de morfologia espermatica y de la integridad del
acrosoma (Oettlé, 1986b; 1993) con microscopio Optico y de contraste de fases (x1000)
bajo aceite de inmersién. La tincién con eosina-nigrosina o azul de anilina (Borg y col.,
1997) fue también utilizada para determinar las anomalias morfolégicas de los

espermatozoides y ademas, para evaluar el porcentaje de células vivas y muertas.

La tincién con Spermac® se compone de 4 soluciones: un fijador, 2 colorantes y
una solucion metacromatica que se emplea entre ambos colorantes; estando los tiempos
de actuacion sobre los frotis aconsejados por el fabricante. Para la tincién con eosina-
nigrosina o azul de anilina, se preparan frotis mezclando sobre un portaobjetos 5 uL de
semen con igual volumen de colorante previamente atemperado a 38°C, durante 60
segundos, procediendo a continuacién a realizar la extension de la mezcla. Ambos

colorantes se conservan en refrigeracion a 4°C.

Las anomalias morfoldgicas individuales han sido clasificadas de acuerdo con su
localizacién; cabeza, cuello, pieza intermedia (incluyendo las gotas citoplasmaticas
proximales) o cola (Christiansen, 1984). Se contaron, para cada evaluacion, un total de

200 espermatozoides por muestra, localizados en 2 portas.

3.3.2.5. Evaluacién de la integridad de la membrana plasmética, valoracion del
porcentaje de células vivas y muertas, integridad del acrosoma y actividad

mitocondrial

3.3.2.5.1. Evaluacién de la integridad de la membrana plasméatica mediante el test

de endésmosis

Esta prueba se realizé incubando 100 puL de semen en 900 uL de solucién hipo-
osmética, previamente calentada a 38°C, en bafio de agua a la misma temperatura
durante 45 minutos (Jeyendran y col., 1992; England y Plummer, 1993). Se analiza una

alicuota de 5,5 uL en microscopio de contraste de fases (x400), contando un total de 200
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espermatozoides. Son considerados positivos al test de enddsmosis los espermatozoides

gue presentan las colas hinchadas o enrolladas (Jeyendran y col., 1984).
b c d ) t

Figura 3.1. Representacion de distintos tipos de hinchazén y enrollamiento de colas
(b-g); sin hinchazén (a) segun Yeyendran y col. (1984).

3.3.2.5.2. Evaluacién de la vitalidad espermatica mediante coloracién con eosina-

azul de anilina o con eosina-nigrosina

Una gota de 5ulL del colorante, precalentado a 38°C, se coloca en el borde de un
porta y dentro de ella se afiade otra gota del mismo volumen del semen a analizar. Tras 1
minuto se procede a la extension de la muestra sobre el porta. En aquellos casos en que
las muestras han tenido que ser analizadas con posterioridad se ha preparado en otro
porta una gota de igual volumen de paraformaldehido al 2% dentro de la cual se coloc6
otra gota de 5uL del semen tefiido y tras 1 minuto se procede a la extension con cubre.
Se han evaluado 200 células en 2 portas, bajo microscopio 6ptico (x1000 o x400) y con

aceite de inmersion.

Esta tincion se realiza para obtener el porcentaje de células vivas y muertas de
cada muestra analizada, al tiempo que permite el recuento de las formas anormales. Si el
espermatozoide se encuentra muerto, la membrana plasmatica permite el paso de la
eosina, la cabeza del espermatozoide aparece tefiida de color rosa. Mientras, en las
células vivas la cabeza es de color blanco, ya que su membrana no permite el paso de la

eosina.
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Fotografia 3.3. Tincién con eosina-nigrosina (espermatozoides Fotografia 3.4. Tinciéon con eosina-azul de anilina (las

muertos). También puede observarse la alteracién y ausencia flechas indican los espermatozoides muertos cuya la cabeza

de acrosomas. X400. se presenta tefiida por eosina), la presencia de eritrocitos en
el frotis impide la preservacién de este semen. X400.

3.3.2.5.3. Evaluacién de la integridad del acrosoma mediante coloracién con

Spermac®

Las muestras han sido fijadas y después tefiidas con Spermac®; evaluando la

integridad acrosomal, en microscopio de contraste de fases (x1000) bajo aceite de
inmersion. La integridad acrosomal, expresada por la proporcion de espermatozoides con
acrosoma intacto, se monitorizé en 2 portas de cada alicuota, habiendo sido evaluadas
200 células, utilizando la caracterizacion previamente descrita para el perro (Oettlé,
1986a).

X 1000 — |

Fotografia 3.5. Tincién con Spermac®: espermatozoides refrigerados, donde la presencia
de acrosoma se diferencia por la tincion verde del mismo (la flecha blanca sefiala una célula
con acrosoma en fase de reaccion y la flecha negra, una célula con ausencia de acrosoma)
y donde podemos observar una tincién postacrosomal rojiza. x1000.
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3.3.2.5.4. Evaluacion de la calidad espermatica mediante citometria de flujo

La utilizacion de marcadores fluorescentes asociada a la citometria de flujo
permite el andlisis objetivo de millares de células en un corto espacio de tiempo
(Papaioannou y col., 1997). La preparacion de la muestra para citometria de flujo
depende del fluorocromo utilizado, como describimos adelante. Para cada diluyente y
para cada fluorocromo utilizado han sido realizados sistematicamente controles en blanco
y con espermatozoides muertos. Las muestras han sido excitadas por un laser de Argén
a una longitud de onda de 488 nm. Los espermatozoides contados por el citémetro,
segun presentaran fluorescencia o no por incorporacién de PI, de Fitc-PSA o PNA y su
combinacién con PI, fueron analizados usando el software Cell Quest (Becton Dickinson,
San Jose, CA, USA). Las medidas fueron expresadas como porcentaje de células que

emiten fluorescencia. En cada alicuota se evaluaron un minimo de 20000 células.

3.3.2.5.4.1. Evaluacion simultanea de la viabilidad e integridad del acrosoma con
Pl/Fitc-PSA o PI/Fitc-PNA

La evaluacion simultanea de estos pardmetros de la funcionalidad espermatica ha
sido realizada mediante la coloracion PI/Fitc-PSA o PI/Fitc-PNA. Las muestras han sido
procesadas basandonos en la técnica de Pefia y col. (1999b), Gémez-Cuétara (2000) y
Serres (2004). Para ello, se ha tomado una alicuota de 400 uL de semen descongelado y
filtrado a través de un filtro de 34 puL y rediluido en PBS, al cual se afiaden 3 uL de PI
(0,Amg/mL). Se incuba durante 5 minutos a temperatura ambiente, tras los cuales se
afladen 5 puL de Fitc-PSA o Fitc-PNA (0,1 mg/mL). A continuacion la muestra es filtrada
en filtro de 34 ulL y analizada por citometria de flujo. El analisis se repiti6 en todas las
muestras tras 1h 30 min de incubacion a 38°C, protegiendo el semen descongelado de la

luz.

La asociacién PI/Fitc-PSA o de PI/Fitc-PNA permite la deteccion de 4 sub-
poblaciones (Fig. 3.2) celulares en espermatozoides no-permeabilizados bajo citometria
de flujo (Penay col., 1999b):

1. PI-PSA-: espermatozoide vivo, acrosoma intacto;
2. PI-PSA+. espermatozoide vivo, acrosoma dafiado o reaccionado
(reaccién acrosémica “verdadera” inicial o avanzada);

3. PI+PSA-: espermatozoide muerto, acrosoma intacto;
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4. PI+PSA+: espermatozoide muerto, acrosoma dafiado o reaccionado

(reaccién acrosémica “falsa” o por degeneracion celular).

m m 1- PI- / Fitc-PSA-

2- Pl- | Fitc-PSA+
3- Pl+ / Fitc-PSA-
4- Pl+ / Fitc-PSA+

1 2 3 4
Figura 3.2. Representacion de los patrones observados en citometria de flujo de la tincion

del espermatozoide con Pl / Fitc-PSA. Estos mismos patrones pueden ser aplicados para
la tincion PI/Fitc-PNA, en funcion de la presencia o no de Pl y/o lectina-Fitc.

En el experimento 2 y 4 del estudio, para ratificar la presencia de las poblaciones
observadas mediante la citometria, se toma simultdneamente una alicuota de 5uL de
algunas de las muestras tefidas para observar bajo microscopio de fluorescencia. Dicha
muestra se coloca sobre un porta y se cubre con una gota similar de medio de montaje y
anti-fadding Vectashield®, se tapa con un cubre de 18x18, se comprime para extender la
gota y eliminar el exceso y se sella alrededor con laca transparente de ufas;
observandose la presencia de células tefidas por uno o los dos fluorocromos, a
continuacion. Se ha tenido en cuenta que sin usar un contraste fluorescente no es posible
distinguir facilmente las células vivas con acrosoma intacto mediante microscopia de
fluorescencia, motivo por el cual no se realizaron recuentos. Se ha trabajado a 400

aumentos bajo aceite de inmersion.

Fotografia 3.6. Espermatozoide muerto con acrosoma dafiado (Pl+ PSA+).
(Tomado de Pefiay col., 2001).

La microscopia de fluorescencia permite observar un mayor nimero de patrones
(Fig. 3.3), y dado que ambas lectinas se caracterizan por la pérdida gradual de la

fluorescencia segun se va produciendo la reaccién acrosémica, cuando ésta es completa
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Unicamente es posible observar una pequefia zona fluorescente en el area ecuatorial
(Cross y col., 1986; Kdhn y col., 1997; Patrat y col., 2000).

7

Figura 3.3. Representacion de los patrones de tincion observados bajo microscopio de fluorescencia
de la tincién del espermatozoide con Pl/ Fitc-PSA o PI/Fitc-PNA.

1- PI-/ Fitc-PSA- o PI-/ Fitc-PNA-

2ay 2b- PI-/ Fitc-PSA+ o PI- / Fitc-PNA+
2a- acrosoma al inicio de su reaccion
2b- acrosoma totalmente reaccionado
3 4a

3- PI+/ Fitc-PSA- o PI+/ Fitc-PNA-
4ay 4b- Pl+/ Fitc-PSA+ o PI+/ Fitc-PNA+
4a- acrosoma al inicio de la falsa reaccién

4b- acrosoma totalmente degenerado

PI+PNA+

=

Fotografia 3.7. Microscopia de fluorescencia (PI-PNA). Fotografia 3.8. Microsocopia de fluorescencia (PI-PNA).
Espermatozoide vivo en fase de reaccion acrosémica con Espermatozoides muertos con reacciéon acrosémica falsa
cierta pérdida del material acrosomal (izq., PI-PNA+) y (PI+PNA+) y espermatozoide vivo con acrosoma al inicio de
muerto con acrosoma intacto (dcha., PI+PNA-). la reaccion acrosémica verdadera (PI-PNA+).
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Fotografia 3.9 Microscopia de fluorescencia (PI-PNA). Fotografia 3.10. Dot-plot de la tincién PI/Fitc-PSA. Los
Espermatozoide muerto con reaccién acrosémica cuadrantes representan: R2= PI+PSA- , R3= PI+PSA+,
completa (PI+PNA+): obsérvese una Unica banda R4= PI-PSA-, R5= PI-PSA+.

fluorescente de color amarillo en la linea ecuatorial.
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3.3.2.5.4.2. Evaluacion simultanea de la viabilidad y actividad mitocondrial con
Rodamina 123-PI

Las muestras han sido procesadas principalmente segun la técnica de Graham y
col., (1990) y de Papaioannou y col. (1997), en la cual hemos introducido algunas
alteraciones. Para ello, se ha tomado una alicuota de 400 pL de semen descongelado
diluido vy filtrado a través de un filtro de 34 um a la cual se afiaden 3 uL de R123 (0,1
mg/mL). Se incuba durante 25 minutos a 38°C y finalmente, las alicuotas son
centrifugadas a 400 g durante 5 minutos siendo el pellet reconstituido a los 400 uL con
PBS. Se afaden 3 uL de PI (0,21mg/mL) y tras un periodo de incubacién de 5 minutos la

muestra es filtrada en filtro de 34 ulL y analizada mediante citometria de flujo.

De igual modo que con los marcadores PI-PSA o PI-PNA, también con la R123 se
repitieron los analisis por citometria, en todas las muestras, tras 1h 30 min de incubacién

a 38°C, como se detallé previamente en cada experimento.

En el experimento 3 del estudio, se realiza la comparacion de los resultados
obtenidos por citometria y por microscopia de fluorescencia de cada una de las alicuotas
mezcladas al 50% de muestra viva y muerta. Se emplean una longitud de onda de
488nm, 400 aumentos y aceite de inmersion. La lectura bajo microscopia de
fluorescencia se realiza inmediatamente a su lectura en el citbmetro y a partir del
sobrante de la misma, se toma una muestra para su recuento bajo microscopia de
fluorescencia. Asi, se coloca una alicuota de 5uL en un porta y se cubre con una gota
similar de Vectashiel®, se tapa con un cubre de 18x18, se comprime para extender la
gota y eliminar el exceso y se sella alrededor con laca transparente de ufas, finalmente
se hace recuento del porcentaje de células tefiidas o no por Pl y/o Rodamina. Se cuentan

100 células en dos portas, por muestra.

El uso combinado de Pl y R123 permite la deteccién de las siguientes poblaciones
(Papaioannou y col., 1997):
1) R123PI": células muertas;
2) R123'PI células vivas con actividad mitocondrial elevada
3) R123PI: células vivas con actividad mitocondrial minima
4) R123'PI": células muertas con actividad mitocondrial (células

moribundas)
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Fotografia 3.12. Espermatozoide vivo marcado con
R123. Fluorescencia optima de la pieza intermedia.
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Fotografia 3.13. Dot-plot e histograma correspondientes a una tincién con Rodamina. Izda: alicuota 100% muestra viva,
el 79% de las células presentan alta intensidad de rodamina (LR o R5). Dcha: alicuota 100% muestra muerta, inicamente
un 0,34% de células que tifien con una alta intensidad de rodamina (LR o R5).
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Fotografia 3.14. Dot-plot e histograma correspondientes a una tincion con Rodamina-Pl. |zda: alicuota 100%
muestra muerta, donde se observa Gnicamente un 0,13% de células vivas que tifien con una alta intensidad de
rodamina (LR o R5). Dcha: alicuota 100% muestra viva, donde el 76,46% de las células vivas presentan alta
intensidad de rodamina sin estar tefiidas por PI, lo que indica que son células viables con una alta actividad
mitocondrial (LR o R5); mientras que el histograma en FL1 solo presenta el porcentaje de células que no tienen
(pico izdo) o si tienen (pico dcho) alta intensidad de tincién por rodamina.
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3.3.2.6. Pruebas funcionales

3.3.2.6.1. Valoracion del estado de capacitacion mediante marcaje con

clortetraciclina

Este examen ha sido realizado de acuerdo con el protocolo de Guérin y col.
(1999) para el espermatozoide de perro. En resumen, las suspensiones de semen han
sido centrifugadas a 300g durante 5 min, siendo una alicuota de 5 uL mezclada con 5 pL
de solucién CTC en un porta limpio. Tras 30 segundos fue adicionada 0,2 uL de solucion
de paraformaldehido, en solucion tampén Tris (pH 7.4) y después 5 uL de solucién de
glicerol en PBS 9:1 (v/v), para atenuar el fadding de la fluorescencia. El porta ha sido
cubierto con un cubre comprimiendo la muestra para eliminar el exceso de fluido. El
cubre fue sellado con barniz de ufias transparente, y el porta envuelto en papel de
aluminio y conservado a 4°C, aproximadamente 24 horas, hasta la observacion
microscopica. El patrén de capacitacion ha sido examinado en un microscopio de
fluorescencia Olympus BH2 que trabaja a 530 nm de longitud de onda a 400X de
ampliacion. Han sido contadas un total de 100 células en 2 portas y por muestra. Los
espermatozoides han sido incluidos en una de las siguientes categorias (Guérin y col.,
1999):

- Patréon F (fluorescencia brillante y uniforme por la cabeza del espermatozoide,
representativa del estado de no-capacitacién y acrosoma intacto),

- Patrén B (fluorescencia tenue en la regién post-acrosdmica y brillante en la regién
acrosomal, representativo del estado de capacitacibn pero sin reaccién
acrosomica),

- Patron AR (fluorescencia tenue en toda la cabeza, excepto en el segmento
ecuatorial, en el que existe una banda fluorescente brillante, indicativo de

capacitacion y de reaccidn acrosomica).
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Patréon B

Patrén B

Patron AR

Patrén B —»AR

& Patr6n B ¢
Patrén F
#
Fotografia 3.15. Espermatozoide preservado de perro- Fotografia 3.16. Espermatozoide preservado de perro-
patrones de coloracién con CTC. patrones de coloracion con CTC.

3.3.2.6.2. Induccién de la reaccién acrosdOmica mediante el uso de lon6foro de
calcio A23187

Este experimento se ha realizado basandonos en los protocolos de Guérin y cols.
(1999), Januskauskas y cols. (2000) y Gomez-Cuétara Aguilar (2000).

Una pajuela con 0,4 mL de semen congelado en cada medio fue previamente
descongelada a 70°C durante 8 sg y filtrada en filtro de 34 um. Tras colocarlo
rapidamente en un tubo con 600uL de CCM que estd en bafio Maria a 38°C, lo que
supone una diluciébn aproximada de 10 millones de espermatozoides/mL, se valora
inmediatamente su motilidad (MTO0). A continuacion, se protege de la luz y se deja incubar

20 min.

Este periodo fue seleccionado basdndonos en el tiempo empleado por Gémez-
Cuétara Aguilar (2000) como periodo de capacitacidon para semen descongelado de
caballo y tras ensayos previos en los que observamos un inicio de cambio en el patron de
motilidad de los espermatozoides que comenzaban a mostrar mayor amplitud de
movimiento (apreciacion visual), aunque no alcanzaron el patrén caracteristico (Figura
3.4). En estos ensayos previos también pudimos observar que concentraciones de
ionoforo de 0,1 y 1uM se mostraron insuficientes para inducir la reacciébn acrosémica,
mientras que concentraciones de 2,5 y 10uM resultaron eficaces, para este tiempo de

incubacion de los espermatozoides en CCM.

Tras los 20 min de incubacion se toma otra medicion de la motilidad (MT20). En el
bafio Maria, se tienen otros tubos conteniendo alicuotas de la solucién de trabajo de
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ion6foro de calcio de 0, 1,2 y 5uL. Inmediatamente a la medicion MT20, se afiadiran 240,
240y 242uL del semen incubado en CCM, para llegar a las soluciones finales de ionéforo

de 0, 2,5y 10uM, respectivamente.

Transcurridos 5, 15 y 30 minutos se toman muestras de 40uL de semen tratado y
se llevan a tubos con 360uL PBS en bafio Maria a 38°C, para teflir sistematicamente con
PI/Fitc-PNA y algunas muestras también con PI/Fitc-PSA; como se describe en epigrafes
anteriores, que seran analizadas mediante citometria de flujo. Ademas, de algunas de las
muestras e inmediatamente a la lectura por el citometro de flujo, se toman 5uL del
sobrante y se montan para ser observadas en microscopia de fluorescencia bajo
Vectashiel®, en el acto y poder confirmar los patrones esperados de tincién, pero sin

hacer recuentos.

Figura 3.4. Patrén de movimiento espermatico caracteristico de hiperactivacion (dcha) en el espermatozoide
humano, caracterizado por una mayor amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza y por una trayectoria
menos linear asi como por una mayor curvatura del flagelo (Adaptado de Morales y col., 1988).

3.3.3. Procesado del semen
3.3.3.1. Dilucion del semen

Tras la recoleccion de los eyaculados y la formacion de los pools estos han sido
diluidos in situ y a la temperatura ambiente en las alicuotas de igual volumen. El

transporte del semen hasta el laboratorio se realiz6 en 15 minutos. Durante el transporte,

asi como en la recogida del semen, los choques térmicos han sido evitados.
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3.3.3.2. Refrigeracién del semen

Se prepara una dilucion final que suele ser de 1:5 v/v (semen:diluyente). Tras
aproximadamente 20 minutos de equilibrio a la temperatura ambiente, las muestras
pasan a camara frigorifica a 4°C, donde permaneceran hasta el final de cada

experimento.

3.3.3.3. Congelacién del semen

Tras diluir el semen a 50 millones de espermatozoides por mL en el experimento 2
y 80 millones por mL en el experimento 4, se procede al protocolo de congelacion.
Cuando se emplea el diluyente Noruego como base, la técnica de congelacién consiste
en la refrigeracion gradual del semen diluido en la nevera durante 2 horas, hasta alcanzar
una temperatura de 4°C. Tras este periodo, el semen es empaquetado en pajuelas de 0,5
mL y congeladas en vapores de nitrégeno liquido, colocandolas en posicion horizontal
sobre una raqueta de congelacion a 4 cm de distancia de la superficie del nitrdgeno
liguido durante 10 minutos, y a la continuacion son transferidas al contenedor de
nitrégeno liquido donde se almacenan hasta su descongelacion.

Sin embargo, la congelacién con diluyentes que contienen Equex-STM Paste®
comprende 2 etapas (Linde-Forsberg, 2002). En la primera etapa, la fraccion espermatica
es diluida a temperatura ambiente en la fraccion A (ver item 3.2.3.2, diluyentes de
congelacion), es decir, la fraccion sin Equex. A continuacion, el semen diluido es
refrigerado durante 1h y 50 min a 4°C. El mismo volumen de la fraccion B es igualmente
refrigerado a 4°C debiendo ser adicionado, al semen diluido, al final del periodo de
refrigeracion (en la segunda etapa), inmediatamente antes de rellenar las pajuelas. De
igual modo, se procede a la congelacidon en vapores de nitrégeno durante 10 minutos,

tras los cuales las pajuelas son almacenadas en tanques de nitrégeno liquido a -196°C.

3.3.3.4. Descongelacion del semen

Las pajuelas se descongelaron sistematicamente a 70°C durante 8 seg (Linde-
Forsberg, 2002)
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3.4. Analisis estadistico

El proceso estadistico de los datos obtenidos en este estudio ha sido realizado

mediante el programa  SPSS  version 11.0  (Alvarez-Santos, 2001).
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Resultados

4.1. Experimento 1. Efectos de la adicién de aminoacidos en las caracteristicas del

semen refrigerado en el diluyente Tris-fructosa-acido citrico

4.1.1. Experimento 1.1. Estudio preliminar: efectos en la motilidad de la

suplementacién en glutamina, prolina y taurina (Martins y col., 2002). Los eyaculados

examinados visualmente, in situ, presentaban una motilidad progresiva entre 75 y 90%,

las formas anormales oscilaron entre el 7 y el 20 % y la concentraciéon entre 650 vy

1200x10° espermatozoides por eyaculado. Los resultados medios de la motilidad total

(MT) y motilidad progresiva (MP) observados de modo visual tras la refrigeracion a las 24,
48, 72,96 y 168 horas (7 dias) se presentan en la tabla 4.1.

Gréfica 4.1 - Motilidad total y progresiva tras 7 dias en
refrigeracion a 4°C

%

OGlu 30

B Glu 50

OGlu 80
OPro 30
HPro 50
OPro 80
B Tau 30
OTau 50
M Tau 80
B Tris

Basados en los resultados
obtenidos tras 7 dias en refrigeracion,
se deduce que los mejores valores de
MT (p=0.031) y MP (p=0,04) se
obtienen para Tau 30 y 50 por lo que se

decidié continuar el estudio con taurina

a 30 y 50 mM, manteniendo el grupo

control.

Tabla 4.1 - Motilidad total y progresiva (Media (%) + Desv. Tipica (n=3))

24h 48h 72h 96h 68h
MT 92,61+5,89 89,87+9,34 86,57+8,60 74,57+10,99 59,86+4,38%°°
Glu3o | mp 65,07+17,57 56,70+10,54 48,98+6,62 46,01+6,31 33,13+3,76"
MT 85,50+7,47 82,67+5,69 76,37+10,42 69,60+14,17 51,33+9,54"
Glu 50 MP 66,33+5,51 55,70+7,30 44,17+16,63 43,47+15,37 34,02+9,32°
MT 89,07+10,13 86,80+10,27 82,30+8,68 72,33+10,79 52,6+4,86°
Glu 80 MP 73,77+15,31 61,07+12,44 51,77+15,31 41,67+8,13 32,3749,51%
MT 92,61+6,64 88,33+7,67 85,95+2,23 83,57+0,93 65,33+4,02°°
Pro 30 MP 68,85+3,93 63,00+9,35 57,46+5,18 46,5249,21 37,946,60%°
MT 90,2045,20 88,23+3,40 82,83+4,37 79,12+12,00 61,10+10,26%°°
Pro50 | MP 65,47+18,26 50,83+10,13 46,07+11,92 47,54+10,77 37,90+6,7%"
MT 91,40+3,55 88,60+4,92 83,68+5,21 81,77+9,00 53,90+8,88™°
Pro80 | MP 65,87+1,50 51,52+2,23 48,20+4,06 42,64+3,13 32,30+2,50%
MT 88,94+3,94 86,17+4,67 82,33+2,52 80,40+4,68 67,70+8,01°
Tau30 | MP 67,59+8,85 61,60+10,94 59,30+7,73 55,7845,87 47,73£8,03"
MT 90,80+1,30 86,30+3,39 83,37+6,07 78,32+4,96 68,90+3,54°
Tau50 | MP 72,47+3,07 68,6815,88 62,10+4,03 57,61+3,98 48,38+4,54"
MT 84,85+8,13 79,9445,91 79,0248,04 73,85+11,15 59,9348,66™"°
Tau80 | MP 76,2249,74 68,99+5,60 56,58+7,56 49,1446,15 41,25+8,83%
Tris MT 92,07+3,50 84,93+8,63 80,68+2,39 67,51+4,52 51,33+5,13%
(control)] MP 59,97+9,59 49,92+13,98 35,76+17,65 27,89+10,61 32,00+2,00%
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Resultados

4.1.2. Experimento 1.2. Efectos de la suplementacion con taurina en las
caracteristicas de motilidad, integridad de la membrana y del acrosoma del

espermatozoide refrigerado con distintas proporciones de yema

En este experimento hemos valorado las caracteristicas del semen refrigerado en el
diluyente Tris-fructosa-acido citrico tras la adicion del aminoacido taurina, realizandose 5
réplicas. Se pretende también establecer si el diluyente con menor concentracion de
yema y de Taurina puede tener un comportamiento similar al control, Tris 20, durante un
periodo de tiempo suficiente. La influencia de la taurina y del porcentaje de yema en los
diferentes parametros de calidad espermatica evaluados diariamente o a cada dos dias
en el semen diluido y refrigerado, se encuentran analizados comparando los resultados
de los distintos diluyentes mediante el analisis de varianza factorial y la prueba post hoc
(test de Duncan). Se analiz6 ademas la influencia de la taurina y de la concentracion de

yema por separado -independientemente del diluyente- por los mismos tests estadisticos.

A lo largo del trabajo, él numero de muestras de los diluyentes ha sufrido una
disminucion gradual, principalmente a partir del dia 8 ya que cuando la motilidad visual de
una muestra se acercaba al 0% de motilidad, dejaba de ser analizada; del mismo modo
se dejaban de realizar para dicha muestra el test de endésmosis y el estudio de los
acrosomas. Asi, estos datos “perdidos” han sido considerados estadisticamente como
tales, habiendo una reduccion en él numero del n. Por ese motivo, a partir de un
determinado dia del experimento, el dia 8 para los datos visuales, test de endésmosis y
integridad acrosomal, y el dia 6 para los computerizados las pruebas post hoc dejaron de
realizarse para los distintos diluyentes. Las medias estan presentadas hasta que alguno
de los diluyentes utilizado tuvo un n=2, o hasta un maximo de 12 dias, cuando dejaron de
realizarse los andlisis computerizados, el test de endb6smosis y el estudio de los
acrosomas. En la comparacion segun la concentracién de yema o la concentraciéon de
taurina, el nimero de datos permitié la realizacion de las pruebas post hoc hasta el
mismo dia 12, ya que los medios se agrupaban de 3 en 3 en funcién de la concentracion.
Las gréficas representan datos con n>2. A partir de éste momento, se continud
observando diariamente la motilidad visual para poder establecer la duracion maxima en
dias del semen diluido con cada diluyente, hasta que dicha motilidad se acercaba a 0. Se

consideran las diferencias como estadisticamente significativas siempre que p<0,05.
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Resultados

4.1.2.1. Caracteristicas del semen fresco

En este experimento hemos utilizado 10 eyaculados de semen de perro para
constituir 5 pools. Las caracteristicas de los pools en fresco se encuentran resumidas en
la tabla 4.2, donde se presentan los valores de las medias y sus desviaciones. La

motilidad ha sido estimada por examen visual.

Tabla 4.2 - Caracteristicas de los pools frescos

Parametro Media
Motilidad (%) 86,00+4,18
Motilidad Progresiva (%) 76,00+4,18
Concentracién (x10%/mL) 538,40+155,66
Teste endosmosis positivo (%) 95,63+1,38
Morfologia
Espermatozoides normales (%) 93,20+2,36
Anomalias morfolégicas
Cabeza (%) 0,50+0,50
Cuello (%) 4,30+1,10
Pieza intermedia (%) 0,40+0,42
Cola (%) 1,60+1,47
Acrosomas
Acrosomas normales (%) 81,70+4,24
Acrosomas alterados (%) 17,20+3,65
Sin acrosoma (%) 1,0040,61

Media + desviacion tipica (n=5)

El nombre de los diluyentes sera abreviado para facilitar las tablas y graficas
(Tabla 4.3).

Tabla 4.3 - Diluyentes evaluados en el experimento 1.2.

Diluyentes de refrigeracion Abreviatura
Tris-fructosa-acido citrico-5% yema TRIS 5
Tris-fructosa-acido citrico-10% yema TRIS 10
Tris-fructosa-acido citrico-20% yema (Control) TRIS 20
Tris-fructosa-acido citrico-taurina 30mM-5% yema TAU 305
Tris-fructosa-acido citrico-taurina 30mM-10% yema TAU 30 10
Tris-fructosa-acido citrico-taurina 30mM-20% yema TAU 30 20
Tris-fructosa-acido citrico-taurina 50mM-5% yema TAU 505
Tris-fructosa-acido citrico-taurina 50mM-10% yema TAU 50 10
Tris-fructosa-acido citrico-taurina 50mM-20% yema TAU 50 20
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Resultados

4.1.2.2. Caracteristicas del semen preservado por refrigeraciéon- Comparacion de
los distintos diluyentes utilizados, con diferentes concentraciones de

aminoacido y de yema de huevo

4.1.2.2.1. Efectos de los aminoacidos y de la yema de huevo en la motilidad

Estimacion subjectiva de la motilidad espermaética

a. Motilidad total visual (MTV)

Gréfica 4.2 - Motilidad total visual
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Para este parametro ha sido posible observar algunas diferencias significativas
(Tabla 4.4). En el dia 2 se observan diferencias significativas (p=0,024), obteniéndose los
peores resultados con los medios Tris 5y Tau 50 5 que presentan claras diferencias con
el diluyente control; la comparacion de concentraciones de yema permiti6é observar
mejores resultados cuando la concentracién de yema era del 20% (20% vs 10% vs 5%,
p<0,001). El dia 3 presenta los peores resultados para el diluyente Tris 5 (p=0,027) con
diferencia claramente significativa frente al medio control y frente a los demas diluyentes
con 20% de yema (20% vs 10% vs 5%, p<0,001). Entre los dias 4 a 7, no existen
diferencias significativas entre los distintos diluyentes, pero si entre la concentracion de
yema los dias 4, 5y 7 (p=0,003; 0,002 y 0,016) mostrandose similitud entre los medios
con 10 y 20% vs 5% de yema. El dia 8 se observan de nuevo diferencias significativas
entre los distintos diluyentes (p=0,035) donde los peores resultados los muestra el
diluyente Tau 50 5 y los mejores Tris 20, Tau 30 10 y Tau 30 20; a partir de este
momento se observan diferencias significativas entre Tris 20 y Tau 30 5. También se
observan diferencias estadisticamente significativas entre las distintas concentraciones
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Tabla 4.4 - Motilidad total visual

Dia 0

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10 Dia 11 Dia 12
Tris 5 82,00+ 8,37 | 78,00:4,47 | 64,00+11,4* | 60,00+1580% | 54,00£18,51 | 47,00£+21,10 | 52,50+ 9,60 47,50£12,60 | 36,20+ 24,20° | 23,30£23,60 | 27,50+31,80 30,00
(n=2)
Tris 10 87,00+ 4,47 | 82,00£2,74 | 69,005,48% | 68,00£4,72% | 60,00£17,32 | 56,00£20,74 | 52,00£24,90 | 60,00+17,32 | 52,50+20,20™ | 47,50+18,90 | 40,00+24,50 | 37,00£28,04 | 40,00t 17,32
Tris 20 86,00+ 548 | 83,00£2,74 | 79,00+8,22" 76,00+ 8,22 | 7500+10,00 | 71,00+1342 | 62,00:+24,90 | 58,00+23,88 | 61,30£20,90° | 55,00+2041 55+ 20,41 46,25 21,36 | 37,50+ 17,08
17,50+17,68

Tau 30 5 88,00+ 4,47 | 80,006,12 | 70,00+ 17,68 | 66,00+ 11,40°° | 57,00£21,68 | 49,00+2559 | 57,50+ 9,60 36,0+ 17,90 21,20+ 20,2* | 21,00+ 18,52 (n=2) 30,00 20,00
Tau 3010 | 86,00+5,48 | 80,00£6,12 | 76,00+4,18%"° | 72,00+7,58™ | 67,00£9,75 | 61,00+12,45 | 53,00+2540 | 50,20£26,70 | 58,70+16,50° | 4500+20,82 | 38,75+19,31 | 28,75:+23,23 | 25,00% 8,66
Tau 30 20* | 89,00+ 2,24 | 83,00£2,74 | 80,00+ 6,12" 78,00+ 4,47 | 70,00+10,00 | 67,00+12,04 | 60,00+23,18 | 59,00+2535 | 6500+16,83° | 56,20+21,40 | 53,75£21,36 | 47,50+18,93 | 33,70+20,56
Tau 50 5 86,00+ 5,48 | 81,00+6,52 | 6500+11,18* | 6500+11,18% | 54,00+19,01 | 44,00£20,74 | 37,50£20,60 | 25,00+21,21 16,70£20,21° 40,00 20,00 20,00 20,00

Tau 5010 | 87,00+4,47 | 81,00+ 2,24 75,00+ 5% 72,00+ 5,70 | 67,00£12,04 | 61,00+18,17 | 51,00+ 26,32 52,50+ 9,57 | 40,00+ 14,20™° | 24,50+19,40 | 23,33+17,56 | 21,50+16,16 40,00

(n=2)
Tau 50 20 87,00+ 4,47 | 84,00£2.24 | 82,00+2,74° 79,00+ 5,48° 77,00£5,70 | 73,00£10,95 | 66,00+20,74 | 60,00+2345 | 50,00+2850° | 52,50£20,20 | 38,75+19,31 | 26,25:+24,96 | 20,00£18,03
p ns ns 0,024 0,027 ns ns ns ns 0,035
20,00+0

5% yema 85,3046,40 | 79,70t550 | 66,30£13,02° | 63,70£12,32° | 5513+18,40° | 46,70+21,10% | 49,20£1560 | 36,20+18,60° | 2550+21,40° | 24,70£18,30° | 22,00+18,90% 26,67+5,80 (n=2)
10%yema | 86,70+4,50 | 81,00£3,90 | 73,7045,60" 70,7045,56° | 64,70£12,80%° | 59,30+16,50° | 52,00£23,60 | 53,90+20,10" 50,40+17,50° | 39,00:20,80% | 35,00+20,20® | 30,80£23,30 | 33,57+13,75
20% yema | 87,30£4,30 | 83,30+2,00 80,30+5,80° 77,67£7,90° 74,00:8,70° | 70,30+11,60° | 62,70+21,40 | 59,00+22,45" 58,10+22,30° | 54,60£18,70° | 49,17+19,98" | 40,00£22,25 16,8245,97
p ns ns <0,001 0,001 0,003 0,002 ns 0,016 0,001 0,011 0,042 ns ns

TauOmM | 8500+6,26 | 81,00£3,87 | 70,70+10,32 68,00+11,92 63,00+17,19 | 58,00+20,16 | 55,70+20,60 55,40+17,10 50,00+22,56 43,60£22,92 | 43,50£23,92 40,5622 38,57+15,73
Tau30mM | 87,70+4,20 | 81,00£507 | 75,33+11,10 72,009,22 64,70+14,90 | 59,00+18,24 | 56,80+19,80 49,30+24,10 48,33+25,80 42,55:23,50 | 40,50£22,54 | 37,22+20,78 | 28,75+1529
Tau50mM | 86,70:4,50 | 82,00+4,14 74,00£9,85 72,00£9,41 66,10£15,70 | 59,30£20,10 | 52,50+24,50 46,90+23,70 38,33+24,80 38,70£22,15 | 30,63t18,01 | 24,00£20,80 | 24,00£15,57
p ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Media + desviacion tipica (%). * en el pool 4, el semen diluido con este medio alcanzé una supervivencia de hasta 22 dias. ns- no significativo.
Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).




Resultados

de yema, de modo que el dia 8 se establecen entre 10 y 20% vs 5% y en el dia 9y 10
entre 20% vs 5%. La concentracion de aminoacido no ha mostrado diferencias
significativas a lo largo de los dias, aunque las muestras con 30 y 50 mM de taurina
presetan una MTV ligeramente superior al control en los primeros 5 dias. Comparando el
medio control con el medio que presenta menor concentracion de taurina y de yema, Tris
20 vs Tau 30 5, no se observan diferencias significativas para MTV hasta el dia 8 en el
cudl también se establecen diferencias con Tau 50 5. Sin embargo, el medio control
presenta claras diferencias significativas frente a Tris 5y Tau 50 5 ya el dia 2 y con tris 5
el dia 3.

b. Motilidad progresiva visual (MPV)

Gréfica 4.3 - Motilidad progresiva visual
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A partir del dia 1, es posible observar diferencias estadisticamente significativas
(p=0,005), presentando los valores mas bajos el medio Tris 5 (Tabla 4.5). Los medios
con 20% de yema presentan en general la mejor MP (p=0,039) al igual que en el dia 2
(p<0,001), cuando los resultados son peores para el diluyente Tris 5 (p=0,01), mientras
los mejores resultados los presenta Tau 50 20 (p=0,002). Para el dia 3, los resultados
también presentan diferencias significativas (p=0,05), el medio Tris 5 arroja los peores
resultados y Tau 30 20 y Tau 50 20 los mejores; la concentracion de yema también
presenta diferencias (p=0,001) 5% vs 10 y 20%. En el dia 4 no se observan diferencias
entre diluyentes, pero los que contienen 20% de yema vs 5% presentan mejores
motilidades progresivas (p=0,005). El dia 5, los mejores resultados se observan con el
medio Tau 50 20 (p=0,035); existiendo ademas diferencias entre 5% vs 10 y 20% de

yema (p<0,001). En el dia 8, también es posible observar diferencias significativas
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Tabla 4.5 - Motilidad progresiva visual

Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10 Dia 11 Dia 12
Tris 5 68,00+ 4,47 | 65,00£6,20° | 50,00+ 9,35% | 48,00+ 16,43 | 41,00+ 20,13 | 33,00£17,18° | 40,00:8,17 | 30,00£8,17 | 23,75+14,90 | 16,67+ 16,07 | 17,50+17,68(n=2) 20,00
Tris 10 77,00+ 4,47 | 72,004 2,74° |59,00+ 548" 56,00+ 5,48° | 48,00+ 16,43 | 45,00+ 17,32™° | 38,40+ 21,97 | 42,50+8,66 | 37.5:+16,58™° | 32,50+1500 | 18,75+ 10,31 17,50£10,41 | 20,00+ 10,00
Tris 20 76,00+ 5,48 | 73,004 2,74° | 69,00+ 8,22° | 65,00£7,07°° | 61,00£8,94 | 57,00+ 10,95 | 47,00+ 21,68 | 42,00:10,24 | 46,25:18,88" | 38751652 | 33,75+ 18,88 25,00£15,81 | 20,00+ 10,80
Tau 305 77,00+ 6,71 | 72,00+4,47° |63,00+ 16,05°|53,00+ 17,18"( 46,00+ 20,74 | 36,40+ 19,87 | 42,50+5,00 | 31,25:+1315 | 1500+16,83° | 14,00+1442 | 10,00+7,07 (n=2) 15,00 5,00
Tau 3010 | 76,00+ 548 | 72,00+2,74° | 67,00 2,74 | 64,00+ 4,18™° | 5500+10 |49,00+11,40" | 42,00+21,97 | 37,6+21,59 | 4375+14,93% | 2875+ 16,52 20+ 13,54 18,75+ 15,48 11,67+ 7,64
Tau 3020 | 77,004 4,47 | 73,00£2,74° | 70,00+5,00 | 66,00« 4,18° | 57,00+6,71 | 56,00+ 10,84 | 49,00+ 22,47 | 48,60+2334 | 53,75:16,01° | 37,50+1658 | 33,75: 14,93 33,75+ 14,90 19,50+ 15,42
Tau 50 5 76,0045.48 | 73,00+2,74" |55,00% 11,18%| 49,00+ 23,02%°| 43,00+ 21,68 | 33,00¢17,18° | 23,75+ 14,93 | 18,00+ 17,87 | 13,33+ 14,43° 20,00 10,00 10,00 5,00
Tau5010 | 78,00+570 | 71,00+2,24° |66,00+4,18° | 61,00+ 7,4™ | 56,00+ 11,40 | 50,00+ 17,32"™ | 41,40+ 22,60 | 37,50+ 9,57 | 27,50+ 12,58 | 1325+ 11,64 11,00+ 7,94 | 11,50+12,02(n=2) 20,00
Tau5020 | 77,00+ 4,47 | 7500£05" | 72,00£2,74° | 70,00£354° | 6500+6,12 | 60,00+9,35° | 52,00+19,24 | 4500+20,62 | 39+2191" | 37,50+ 1555 21,25+13,15 16,25¢ 16,52 | 10t 8,66(n=2)
p ns 0,005 0,002 0,05 ns 0,047 ns ns 0,029
5% yema 73,67+6,80 | 70,575,812 | 56,00+12,84" | 50,00+17,80" | 43,30 £19,40° | 34,13+16,86° | 3520+ 12,7 | 23,33+13,03° | 17,7314,7° 16,00+12,66% 13,00+10,37% 15,0045,00 5,000 (n=2)
10% yema | 77,00:4,90 | 71,66+2,44%° | 64,00£541° | 60,33+6,40° |53,00+12,50%°| 48,00:14,6° | 40,80+2024 | 39,08+1423° | 36,25¢151° | 24,83+1580° |  17,09£10,7%" 16,80+11,80 16,43+8,50
20%yema | 76,67x4.49 | 73,67+2,3° | 70,33+549° | 67,00¢527° | 61,0047,60° | 57,67+9,79° | 4933+1972 | 4577+18,80° | 4577+188" | 37,92+1468° | 29,58+15,58" 25,00+16,09 16,82+11,46
p ns 0,039 <0,001 0,002 0,005 <0,001 ns 0,005 0,001 0,011 0,031 ns ns
TauOmM | 73,6746,11 | 70,00#534 | 59,33£10,84 | 56,33:12,31 | 50,00+17,00 | 4500£17,52 | 42,14%17,51 | 38,46£13,9 35,83+18,07 | 30,45+16,95 24,50+15,89 21,11£12,19 20,009,57
Tau 30 MM | 76,6745,23 | 72,33%3,19 | 66,6749,57 | 61,00£11,37 | 52,67+13,74 | 47131593 | 44,64t17,91 | 36,86:21,89 | 37,50£22,41 | 27,91%17,35 23,50+15,28 25,00+15,60 14,38+11,47
Tau 50 mM | 77,0044,92 | 73,00£2,53 | 64,33:9,79 | 60,00£15,81 | 54,67+16,42 | 47671811 | 40,14+21,47 | 34,62t¢19,20 | 28,75:19,02 | 24,78+17,08 16,00£11,12 14,00£12,98 11,0048,21
P ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Media + desviacion tipica (%). ns-no significativo.
Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).




Resultados

entre los diluyentes (p=0,027), siendo el medio Tau 30 20 el que mejores resultados
obtiene y el diluyente Tau 30 5 el que presenta los peores resultados. En cuanto a la
concentracion de yema, los dias 7 y 8, se presentan diferencias altamente significativas
entre 5% vs 10 y 20% (p=0,005 y 0,001, respectivamente) y los dias 9y 10 entre 5 vs
20% (p=0,011y 0,031), respectivamente. El medio Tau 50 20 es el que mejor mantiene la
MPV hasta el dia 8 en refrigeracion y tampoco se establecen diferencias entre el control
(tris 20) y Tau 30 5 hasta dicho dia 8. La concentracién de yema que numéricamente tuvo
mejores valores de MP es 20%, sin embargo, las diferencias con 10% no han sido

estadisticamente significativas a lo largo del experimento.

Analisis computerizado de la motilidad (CASA)

En el analisis computerizado de la motilidad no han existido diferencias
significativas en los distintos parametros estudiados para los distintos diluyentes, con

excepcion de algunas diferencias puntuales en el ALH.

a. Motilidad total (MTC)

Gréfica 4.4 - Motilidad total
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Pese la inexistencia de diferencias estadisticamente significativas entre diluyentes
y concentraciones de yema y aminoacido, la MT de los diluyentes con 20% de yema es,
numericamente, superior a la de 10 y 5%. Sin embargo, el medio control, no presenta

diferencias estadisticamente significativas frente al medio Tau 30 5.
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Tabla 4.6 - Motilidad total

Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 12
Tris 5 87,28+10,77 | 77,74+17,63 | 72,10+24,08 | 67,35+ 13,73 | 51,33%22,47 56,80
Tris 10 90,5+ 7,04 80,52+ 17,88 67,46+ 22,99 63,18+ 28,72 | 72,20+ 13,26 46,60+ 21,04 49,37+ 20,10
Tris 20 88,54+ 4,68 88,70+ 8,95 78,80+ 9,29 71,30+ 18,08 | 76,00+ 11,56 58,07+12,96 48,35+ 19,77
Tau 305 87,04+ 5,49 78,16+ 25,56 69,56+ 24,06 63,18+ 7,07 64,77+ 4,45 42,00 34,00
Tau 30 10 89,68+ 3,24 84,40+8,36 75,70+ 16,35 65,34+ 24,09 | 59,25+ 14,31 43,90+ 19,35 45,00+ 17,32
Tau 30 20 91,20+ 13,72 86,62+ 6,80 79,64+ 8,96 72,58+ 22,09 | 75,65+ 16,97 57,60+ 25,89 55,73+ 35,25
Tau 50 5 92,90+ 4,13 88,18+ 8,30 70,40+21,99 | 61,38+11,76 72,00 46,00 27,00
Tau 50 10 89,66+ 9,63 79,62+ 6,56 68,60+ 16,19 60,48+ 27,44 | 48,13+ 14,04 |44,80+ 35,50 (n=2) 64,00

Tau 50 20 94,72+ 4,51 92,00+ 4,99 80,76+ 13,69 69,00+ 20,53 | 59,00+ 14,58 41,30+ 23,43 49,65+ 11,41 (n=2)

P ns ns ns ns

5% yema 89,04+7,33 81,36+17,89 70,68+21,70 63,97+10,47 | 60,10+15,80 48,27+7,65 31,30+4,80 (n=2)
10% yema 89,95+46,62 81,51+11,32 70,58+17,78 61,98+24,40 | 59,85+16,20 45,20+20,35 49,58+16,73
20% yema 91,49+5,93 89,11+6,96 79,73+10,1 70,96+18,54 | 70,40+15,40 51,49+19,84 45,25+21,11

P ns ns ns ns ns ns ns

Tau 0 mM 88,74+7,39 82,32+15,04 72,78+19,09 67,27+20,26 | 67,89+17,60 52,83+16,25 48,78+18,18
Tau 30 mM 89,31+5,57 83,06+15,28 74,96+16,82 67,30+18,57 | 66,72+14,39 48,66+19,24 41,18+20,46
Tau 50 mM 92,43+6,47 86,60+8,23 73,25%17,24 62,69+19,68 | 55,90+14,98 42,97£22,11 47,8+18,94

P ns ns ns ns ns ns ns

Media + Desv. Tip. (%). ns- no significativo.

b. Motilidad progresiva (MPC)

Grafica 4.5 - Motilidad progresiva
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No se verificaron diferencias significativas entre los distintos diluyentes ni la
adiccion de yema afectd significativamente, pese a que la MP de los diluyentes con el
20% de yema ha sido algo superior. Se destaca del conjunto la MP de Tau 50 20 en los
primeros dias y de Tau 30 20 después del dia 4. EI medio control por tanto, tampoco
presenta diferencias estadisticamente significativas frente al medio Tau 30 5. En general

la adicidén de taurina presenta, numericamente, una mayor MP, en los primeros dias.
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Tabla 4.7 - Motilidad progresiva

Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 12
Tris 5 62,70+ 20,95| 47,98+ 20,10 | 41,84+6,82 |44,45+ 17,41 33,70+ 18,50 35,60
Tris 10 62,54+ 6,95 | 51,78+ 19,36 34,20+ 10,64|35,56+ 16,68| 31,95+ 3,06 22,30+ 16,72 22,23+ 17,02
Tris 20 63,76 7,31 | 52,76+ 15,00 |49,04+ 13,84 40,46+ 14,69| 42,65+16,95 33,00 + 13,62 25,53+ 13,9
Tau 30 5 63,50+ 11,41| 48,4+ 20,94 |45,66+ 17,58|39,13+ 12,05| 38,77+ 14,95 23,00 20,00
Tau 30 10 |61,20+ 10,79 50,36+ 12,45 |47,30+ 16,30|40,98+ 19,49| 33,27+ 19,04 25,10+ 16,01 19,47+ 15,27
Tau 30 20 |68,38+ 12,38 58,26+ 12,69 | 51,02+ 8,14 46,80+ 17,83| 46,35+ 14,07 33,65+ 18,53 23,43+ 20,91
Tau 50 5 65,74+ 12,41| 51,80+ 10,77 42,84+ 27,55|39,30+ 17,49 34,20 29,20 10,40
Tau 50 10 |68,70+ 13,82| 52,48+ 16,38 |43,64+ 19,01|32,54+ 16,25| 27,38+ 9,69 |27,05+ 19,73(n=2) 42,00
Tau 50 20 |65,80+ 13,51| 63,20+ 13,19 | 49,12+ 8,53 |41,10+ 16,93| 39,22+ 10,71 23,75+ 18,16 |30,70+ 1,84(n=2)
p ns ns ns ns
5% yema |63,98+14,40 | 49,40+£16,60 |42,25+19,29 | 41,80+£14,02 | 35,90+13,90 29,26+6,30 15,20+6,78 (n=2)
10% yema |64,17+£10,65| 51,54+15,13 | 41,7015,60 | 36,36+16,60 | 30,87+11,57 32,37+£20,90 23,87+15,50
20% yema |67,31+10,16 | 58,07£13,39 | 49,66+9.73 | 42,80+15,59 | 42,74+13,14 30,14+16,02 25,72+14,77
p ns ns ns ns ns ns ns
Tau O mM | 63,00+12,43 | 50,84+17,06 |40,49+13,64 | 40,56+14,97 | 36,32+13,53 37,42+18,95 24,11+14,00
Tau 30 MM | 64,36+11,12 | 52,34+15,33 | 47,93+13,69 | 42,54+16,12 | 39,53+15,72 28,67+15,75 21,51+16,07
Tau 50 mM | 68,11+11,79 | 55,83+13,73 | 45,20+18,68 | 37,53+15,98 | 33,40+10,65 25,48+15,32 28,45+13,20
p ns ns ns ns ns ns ns
Media + Desv. Tip. (%). ns- no significativo.
c. Velocidad curvilinea (VCL)
Gréfica 4.6 - Velocidad curvilinea
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se observaron diferencias estadisticamente significativas en la velocidad

curvilinea (VCL) de los distintos diluyentes. Ha existido una mejor manutencion de la VCL

en los diluyentes Tau 50 5, Tau 50 20, Tris 5 y Tau 30 20. Sin que exista, por tanto,

diferencia significativa entre el medio control y tau 30 5. El factor yema, asi como el fator

aminodacido tampoco han mostrado diferencia significativa alguna.
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Tabla 4.8 - Velocidad curvilinea

Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 12
Tris 5 119,32+ 16,68/110,38+ 28,57 | 90,20+ 35,58 [108,08+ 19,10/ 95,07+ 15,93 104,90
Tris 10 113,60+ 16,44/101,52+ 16,18|94,48+ 12,22 93,10+ 40,23 | 81,23+ 13,13 84,85+ 25,46 65,43+ 34,22
Tris 20 110,50+ 13,04{107,44+ 19,46| 99,66+ 5,56 | 98,48+ 23,08 | 92,03+ 21,91 87,9+ 16,04 68,13+ 12,58
Tau 305 [122,74+ 21,09/106,14+ 29,81 109,46+ 20,79 [100,50+ 24,39 88,90+ 6,65 88,10 81,90
Tau 30 10 [125,72+ 20,97/101,94+ 10,79 109,26+ 17,43 | 96,66+ 24,88 | 82,08+ 21,66 | 80,40+ 30,20 59,63+ 28,09
Tau 30 20 |116,9+ 19,61 | 117,52+ 8,45 | 106,66+ 5,04 [103,02+ 27,98 97,53+ 21,31 92,2+ 28,86 69,10+ 20,29
Tau 505 133,88+ 14,1|117,80+ 22,41|99,46+ 23,26 (98,43+ 27,11 95,40 87,00 60,70
Tau 50 10 [119,36+ 17,15 95,74+ 15,80 | 103,90+ 24,16 | 87,65+ 24,44 | 90,30+ 20,55 (100,30+ 19,66 (n=2) 104,10
Tau 50 20 127,18+ 15,67/118,24+ 13,89 114,04+ 13,21 |102,60+ 29,54| 95,33+ 18,18 75,45+ 31,82 85,60+ 2,12(n=2)
p ns ns ns ns
5% yema |125,31+17,45| 111,44+25,60 | 99,71+26,57 |{102,30+21,92| 92,47+10,51 93,33410,03 71,30+14,90(n=2)
10% yema ({119,56+17,70| 99,73+13,70 [{102,55+18,33| 92,44+28,72 | 84,50+17,55 86,16+24,9 68,47+30,14
20% yema |118,19+16,70| 114,4+14,48 |106,78+10,14|101,36+25,09( 94,95+18,72 84,35+24,19 72,01+15,55
p ns ns ns ns ns ns ns
Tau 0 mM [114,47+14,82| 106,45+20,75 | 94,78+20,72 | 99,30+28,01 | 88,93+16,89 88,43+19,49 66,97+21,71
Tau 30 mM|121,78+19,41| 108,53+18,81 |108,46+14,80|100,03+24,01| 89,55+18,27 86,50+18,27 67,15+21,43
Tau 50 mM|126,81+15,77| 110,59+19,7 |105,80+20,27| 96,04+25,84 | 93,10+17,01 82,77+25,02 84,00+17,85
p ns ns ns ns ns ns ns

Media+ Desv. Tip. (um/s). ns- no significativo.

d. Velocidad rectilinea (VSL)

No han sido verificadas diferencias significativas entre la velocidad rectilinea de

los distintos diluyentes. Destacan algunos diluyentes como Tau 50 20 y Tris 5; siendo el

Tau 30 20 y Tau 30 5, el que mantienen valores mas constantes.

microm/s

Gréfica 4.7 - Velocidad rectilinea
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Tabla 4.9 - Velocidad rectilinea

Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 12
Tris 5 87,46+ 25,80 76,34+ 25,39 | 59,22+ 23,12 | 77,35+ 13,82 60,23+ 8,34 75,20
Tris 10 88,84+ 15,25 72,9+ 15,37 60,20+ 3,49 58,94+ 25,65 49,83+ 3,57 53,60+ 15,83 38,73+ 22,91
Tris 20 88,52+ 11,00 73,2+ 16,91 65,98+ 7,27 61,60+ 17,38 57,73+ 18,75 55,48+ 9,36 41,83+ 6,87
Tau 30 5 96,36+ 26,67 73,96+ 22,79 | 76,22+ 17,59 | 70,45+ 17,49 61,60+ 2,43 54,50 55,20
Tau 30 10 | 96,02+21,95 | 67,80+13,92 | 70,86+9,46 | 65,74+ 16,52 | 53,35t 14,77 51,90+ 18,91 31,67+ 16,38
Tau 3020 | 95,06+18,56 | 81,86+10,79 | 72,18+6,72 | 67,90+ 16,71 | 63,55+ 17,18 58,98+ 15,64 42,75+ 10,44
Tau 50 5 106,18+ 21,16 | 78,26+ 16,48 | 60,86+ 29,26 | 69,83+ 21,52 56,20 54,50 39,80
Tau 50 10 | 91,28+ 23,59 63,20+ 9,45 75,06£2,92 | 64,04+22,02 | 57,46+ 13,75 | 62,55+ 1,91(n=2) 64,10
Tau 50 20 99,6+ 17,61 84,24+ 13,00 | 74,98+8,33 | 66,54+20,19 | 64,63+ 13,74 46,63+ 19,33 51,65+ 1,49(n=2)
p ns ns ns ns
5% yema 96,67+24,16 76,18+20,33 65,43+23,4 72,54+16,56 60,24+5,36 61,40+11,95 47,5+10,80 (n=2)
10% yema 94,38+19,50 67,96+12,85 68,70+14,00 62,91+20,33 53,55+11,19 54,71+14,85 39,33+19,90
20% yema | 93,39+15,61 79,76+13,68 71,04+7,93 | 65,34+17,04 61,96+15,42 53,69+14,89 44,16+8,25
p ns ns ns ns ns ns ns
Tau 0 mM 88,27+17,07 74,15+18,33 61,80+13,45 65,15+20,12 55,54+12,03 56,83+13,23 40,50+14,18
Tau 30 MM | 95,81+20,97 74,54+16,50 | 73,08+11,50 | 67,85+15,63 59,30+13,34 55,33+15,44 40,15+13,80
Tau 50 mM | 101,35+19,7 75,23+15,34 | 70,30+20,90 | 66,58+19,67 60,51+12,53 52,30+15,64 51,80+9,96
p ns ns ns ns ns ns ns
Media+ Desv. Tip. (um/s). ns- no significativo.
e. Velocidad promedio (VAP)
Gréfica 4.8 - Velocidad promedio
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De igual modo que los parametros anteriores tampoco se han observado

diferencias significativas en la velocidad de promedio de los diferentes diluyentes.
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Tabla 4.10 - Velocidad promedio

Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 12
Tris 5 105,74+ 14,07 | 87,80+ 25,86 | 70,64+ 26,30 | 86,50+ 14,83 69,87+ 7,84 83,00
Tris 10 100,14+ 15,19 | 84,28+ 14,84 72,92+ 6,99 70,64+ 30,85 61,05+ 7,16 63,63+ 18,26 46,23+ 25,80
Tris 20 97,92+ 12,22 | 88,04+ 17,26 | 77,52+ 6,83 | 74,82+ 21,22 | 68,05+ 19,07 65,40+ 12,00 49,83+ 8,05
Tau 30 5 109,82+ 20,63 | 85,12+ 25,40 | 86,50+ 19,63 | 79,48+ 18,29 69,83+ 2,71 64,00 61,40
Tau 30 10 | 108,94+ 22,46 | 82,12+ 11,34 | 84,04+ 14,18 | 74,84+ 18,31 | 61,85+ 16,19 60,50+ 22,02 39,60+ 19,29
Tau 30 20 106,50+ 16,62 | 95,12+ 7,75 83,60+ 6,19 79,66+ 18,35 | 74,08+ 18,98 70,03+ 19,79 50,63+ 15,17
Tau 50 5 117,84+ 15,85 | 91,76+ 17,02 | 71,16+ 28,84 | 79,68+ 22,19 72,30 65,40 46,30
Tau 50 10 102,32+18,2 | 75,50+ 11,78 | 81,70+ 19,18 | 66,94+ 18,33 | 65,90+ 15,06 | 76,75+ 13,36(n=2) 80,10
Tau 50 20 | 113,58+ 15,59 | 93,22+ 11,05 | 88,82+ 11,77 | 77,80+23,00 | 73,15+ 15,13 55,55+ 24,07 60,9+ 0,71 (n=2)
p ns ns ns ns
5% yema 111,10+16,64 | 88,22+21,5 | 81,88+17,24 | 70,20+4,80 | 71,06+11,04 53,85+10,68  |53,85+10,67 (n=2)
10% yema 103,80+17,87 | 80,65+12,41 79,55+14,18 70,80+21,79 62,90+12,34 65,00+18,25 48,23+23,54
20% yema 105,98+15,32 | 92,13+12,11 83,3149,31 77,43£19,5 71,76+16,35 63,65+18,54 52,36+10,87
p ns ns ns ns ns ns ns
Tau 0 mM 101,27+13,29 | 86,70+14,5 | 73,69+1528 | 76,66+22,95 | 66,00+12,35 66,65+14,87 48,28+16,06
Tau 30 MM | 108,41+18,62 | 87,45+16,47 | 84,71+13,42 | 77,88+17,01 | 68,47+14,79 65,12+18,75 47,84+16,25
Tau 50 mM | 111,25+16,79 | 86,85+15,03 80,56+20,94 74,46%20,35 69,83+13,59 63,01+20,5 62,05+13,86
P ns ns ns ns S S S
Mediat Desv. Tip. (um/s). ns- no significativo.
f. indice de linearidad (LIN)
Grafica 4.9 - Indice de linearidad
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No existieron diferencias significativas en el indice de linearidad (LIN) de los

distintos diluyentes, de hecho, la diferencia entre éstos fue bastante poco marcada a lo

largo del experimento. Aunque el dia 6 es posible observar diferencias (p=0,026) entre las

concentraciones de yema del 5 vs el 20%, en el cual la linearidad presenta mejores

resultados a la concentracion de 5%.
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Tabla 4.11 - indice de linearidad

Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 12
Tris 5 70,96+ 14,32 | 68,28+6,40 | 65,44+2,74 | 71,80+6,31 | 63,60+ 3,54 71,70
Tris 10 76,80+ 3,66 71,42+ 3,56 64,28+ 6,15 63,36+ 6,28 62,35+ 8,43 63,30+ 5,20 56,57+ 8,44
Tris 20 80,12+ 3,12 67,88+ 5,23 66,2+ 6,09 61,82+ 6,00 61,90+ 5,30 63,28+ 3,80 61,83+ 7,6
Tau 305 77,36 9,9 69,52+ 4,55 69,24+ 4,86 70,45+ 7,76 69,53+ 4,71 61,90 67,50
Tau 3010 | 75,78+8,62 | 66,10+7,18 | 6518+4,76 | 68,64+7,96 | 65,03+5,06 60,15+ 11,22 51,77+ 4,21
Tau 3020 | 81,02+2,52 | 69,66+7,28 | 67,78+6,74 | 66,40+3,23 | 65,00+ 6,27 65,25+ 7,03 62,73+ 7,74
Tau 50 5 78,62+ 8,80 66,18+ 3,82 | 58,48+ 19,37 | 70,93+9,78 58,90 62,60 65,60
Tau 50 10 76,7+ 4,58 66,20+ 4,74 66,18+ 9,26 67,50+ 4,40 63,68+ 6,47 63,35+ 10,54(n=2) 61,60
Tau 50 20 77,94+4,45 71,06+ 4,10 66,04+ 6,47 64,50+ 4,57 67,78+ 5,77 62,10+ 7,45 60,35+ 0,21(n=2)
p ns ns ns ns
5% yema 75,64+10,9 | 67,99+4,87 | 64,38+11,72 | 71,05+7,32° 65,4745,36 66,55+1,34 87,78+12,56 (n=2)
10% yema | 76,43+559 | 67,9045,60 | 66,21+6,83 | 63,50+6,35" 63,68+6,25 62,05+8,12 55,23+6,60
20% yema 79,70+3,46 69,5315,44 66,67+6,01 64,24+4,80% 64,89+5,80 63,54+5,86 61,89+6,33
p ns ns ns 0,026 ns ns ns
Tau O mM 75,96+8,97 69,19+5,08 65,31+4,92 65,22+7,17 62,53+5,72 64,22+4,83 59,57+7,78
Tau 30 mM | 78,05+7,49 68,43+6,22 67,40£5,40 68,36+6,28 66,24+5,32 62,61+8,50 59,21+8,45
Tau 50 mM | 77,75#5,87 | 67,81+4,58 | 64,57+12,85 | 67,40%6,44 64,97+6,13 62,53+6,80 61,97+2,50
p ns ns ns ns ns ns ns
Mediat Desv. Tip. (%). ns- no significativo.
g. Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH)
Gréfica 4.10 - Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza
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Del dia 0 al dia 2 la ALH de todos los diluyentes exhibieron aumentos, en algunos
de ellos el aumento se mantiene en el dia 4 y 6. Existen diferencias significativas en el
dia 2, en que el valor para ALH del diluyente Tau 50 5 es significativamente superior a la

del Tris 10 y 20 y a la de todos los diluyentes Tau 30 (p=0,037), presentando el mayor
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valor frente a todos los diluyentes del experimento. En cuanto a la concentracién de yema
se observan diferencias significativas (p=0,020) entre el 5 y el 20%, también en el dia 2,
al igual que sucede con la concentracion de aminoacido (p=0,016) donde se constatan
diferencias entre 50mM vs 0 y 30mM que presentan valores mas bajos. Asi la union en
un diluyente de la mas baja concentracion de yema (5%) y la mas alta de taurina (50mM)
induce a una mayor precocidad frente a los otros medios en mostrar una alteracién de
uno de los pardmetros de motilidad mas relacionados con la capacitacion espermética y
el deterioro celular (Yunes, 2003). Para este parametro destacamos que a pesar de

existir algunas diferencias significativas entre diluyentes no existen dichas diferencias

entre Tris 20 y Tau 30 5.

Tabla 4.12 - Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza

Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 12
Tris 5 3,20+ 0,69 [ 4,20+ 0,40%°° | 3,88+ 0,89 | 3,90+ 0,45 | 4,03+ 0,60 4,10
Tris 10 3,40+ 0,29 | 3,76+ 0,18 | 3,86+ 0,50 | 4,04+ 1,29 | 3,68+ 0,42 3,85+ 0,48 3,68+ 0,64
Tris 20 3,28+ 0,22 | 3,74+ 0,45 | 3,90+ 0,33 | 4,14+ 0,46 | 3,88+ 0,50 3,95+ 0,24 3,55+ 0,76
Tau 30 5 3,34+ 0,59 | 4,08+ 0,31alID 4,16+ 0,51 | 3,78+ 1,02 | 3,70+ 0,27 4,40 4,10
Tau 3010 |3,64+0,31 | 3,92+ 0,13alID 4,22+ 0,32 | 4,12+ 0,70 | 3,78+ 0,59 3,65+ 0,82 3,83+ 0,45
Tau 3020 |3,12+0,62 | 4,06+ 0,38alID 4,08+0,28 | 4,16+ 1,16 | 3,95+ 0,78 3,98+ 0,79 3,55+ 0,57
Tau 50 5 3,64+ 0,09 | 4,62+0,53° | 3,50+ 1,48 | 3,55+ 0,72 4,10 3,60 3,50
Tau 50 10 | 3,52+ 0,33 | 4,02+ 0,30ab 4,28+ 0,88 | 3,96+ 1,06 | 4,33+ 0,75 |4,05+ 0,78 (n=2) 4,40
Tau 50 20 | 3,34+ 0,20 | 4,28+ 0,30bc 4,26+ 0,47 | 4,12+ 0,73 | 3,80+ 0,50 3,80+ 0,74 4,35+ 0,07 (n=2)
o] ns 0,037 ns ns
5% yema | 3,39+0,50 | 4,30+0,45% | 3,84+1,00 | 3,75+0,70 | 3,90+0,42 4,03+0,40 3,80+0,42 (n=2)
10% yema | 3,50+0,30 3,904;2,23ab 3,9840,59 | 4,04+0,97 | 3,90+0,62 3,81+0,63 3,80+0,50
20% yema | 3,24+0,37 4,02i0,41b 4,08+0,37 4,14+0,77 3,80+0,55 3,90+0,58 3,70+0,64
p ns 0,020 ns ns ns ns ns
Tau O mM | 3,29+0,42 | 3,90+0,40* | 3,88+0,57 | 4,04+0,79 | 3,84+0,47 3,90+0,34 3,60+0,65
Tau 30 mM | 3,36+0,53 4,0210,28a 4,15+0,36 4,03+0,91 3,80+0,55 3,87+0,74 3,70+0,49
Tau 50 mM | 3,50+0,25 4,3010,44b 3,88+1,00 3,90+0,83 4,06+0,60 3,80+0,63 4,15+0,44
p ns 0,016 ns ns ns ns ns

Media + desviacion tipica (um). ns- no significativo. Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias
significativas (p<0,05).
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4.1.2.2.2. Efectos de los aminoacidos y de la yema de huevo en la longevidad de la

motilidad

Dias

14

Grafica 4.11 - Duracion longevidad espermatica (dias)

Tris 5

Tris 10 Tris 20 Tau30 5 Tau 3010 Tau30 20 Tau50 5

Tabla 4.13 - Duracion de la longevidad

Tau 50 10 Tau 50 20

Taurina Duracion de la longevidad

TRIS 5 9,00+4,47
TRIS 10 11,0043,74
TRIS 20 11,40+3,64
TAU 305 9,4043,16
TAU 30 10 12,00+4,16
TAU 30 20 13,6045,40
TAU 505 8,0043,46
TAU 50 10 11,40+2,97
TAU 50 20 10,64+3,89
p ns

5% yema 8,80+3,80%
10% yema 11,0043,34%
20% yema 12,13+3,98"
P 0,055 >0,05
Tau OmM 10,47+3,83
Tau 30mM 11,67+4,45
Tau 50mM 9,80+3,34
p ns

Media + desviacion tipica (dias). ns- no significativo.

No existieron diferencias significativas entre los distintos diluyentes para el

namero de dias hasta los cuales los espermatozoides exhibieron motilidad. En relacién al

porcentaje de yema, las diferencias entre 5 % vs 20% son practicamente significativas

(p=0,055). Sin embargo, la ANOVA tampoco establece para este pardmetro diferencias

significativas entre Tris 20 y Tau 30 5. A pesar de la inexistencia de diferencias
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significativas, los medios que mayor longevidad mantuvieron en condiciones de

refrigeracion fueron Tau 30 10 y Tau 30 20.

4.1.2.2.3. Efectos de los amino4cidos y de la yema de huevo en la integridad de la

membrana

Este parametro fue evaluado diariamente mediante la realizacion del test de
endosmdsis (TE) (Tabla 4.14). En los primeros dias del experimento no existen diferencias
marcadas entre la respuesta al TE de los distintos diluyentes, pero existen en los dias 2 y
3 (p=0,039 y 0,033) en que los valores mas altos los presentan tau 30 10 y 20, tris 20 y
Tau 50 20, los valores mas bajos se presentan con el medio Tris 5; y en el dia 8, tris 20
junto con tau 30 10 y tau 30 20 obtienen los resultados mas altos a diferencia del
diluyente tau 50 5 que presenta los mas bajos (p=0,024). En los dias 2a 5y 7 a 9 existen
diferencias significativas en la concentracion de yema (p<0,001 a p=0,045), destacando
gue no existen diferencias significativas entre el 10 y el 20%. La concentracion de taurina
presenta diferencias significativas el dia 0 (p=0,039) entre 0 y 30mM, siendo esta ultima
la que presenta mayor porcentaje; en el dia 1, aunque la diferencia no es significativa
(p=0,069) se mantiene la misma tendencia. Destacamos que para este parametro

tampoco existen diferencias significativas entre Tris 20 y Tau 30 5 hasta el dia 8.

Grafica 4.12 - Test de endésmosis positivo
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Tabla 4.14 - Test de enddésmosis positivo

Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia7 Dia 8 Dia 9 Dia 10 Dia 11 Dia 12
Tris 5 87,60+10,41 | 80,50+4,35 | 68,20+15,84° | 62,00+14,67° | 5500+1871 | 49,40+20,92 | 52,758,85 50,75+11,93 | 38,00£23,49% | 34,00+23,06 52,00 43,00
Tris 10 93,80+ 4,38 | 84,80£3,27 | 74,604,16% 73,40£7,41® | 61,60+19,80 | 59,20£26,76 | 56,80+ 30,31 60,75+9,46 56,25+16,34 | 50,25:+19,10 | 42,75:21,73 | 39,75+27,94 | 43,00+19,05
Tris 20 91,80£4,97 | 86,60£4,98 | 86,40+10,33" 78,60+ 7,54° | 80,80£9,91 | 7550+12,78 | 68,20+26,18 | 61,00£29,14 | 67,50£20,22° 56,75:20,45 | 56,50422,71 | 48,63:20,18 | 38,50+16,90
ab ab . 25,00+ 24,04
Tau 305 96,40+2,07 | 89,80£6,22 | 75,00+ 17,89 73,40+ 12,74% | 71,00+ 26,12 | 58,20+28,77 | 65,25%9,43 48,00£15,12 | 29,00+21,23° 25,00+ 19,52 34,00 26,00
(n=2)
Tau 30 10 9520+2,59 | 86,608,88 | 84,80+ 6,72 79,40£10,74° | 76,20+ 13,86 | 69,90+16,22 | 68,00£28,26 60,00+ 25,5 64,75+16,56° 50,25+18,54 | 48,75+22,38 | 36,00+2324 | 33,77+10,97
Tau 30 20 96,40 2,07 | 89,60+ 2,93 86,60+4,72° 82,80+ 7,69” | 78,00£1536 | 70,50+ 16,09 | 6540+24,21 | 6320+26,38 | 69,00+17,64° | 61,75%23,03 | 61,25+24,17 | 51,50+25,62 | 43,50+23,16
Tau 505 92,80+ 6,38 | 84,20£7,70 | 7540%16,12" | 73,40%12,62° | 64,20+19,82 | 54,60+19,91 | 48,75:20,90 | 36,00+24,04 22,00+19,15° 42,00 31,00 29,00 21,00
, . 46,50+ 24,50 +
Tau 50 10 97,00+1,00 | 88,40£2,61 | 82,80+ 2,50 78,20 6,46 75,20+ 14,15 | 64,40+20,46 | 60,00+27,80 | 59,75+ 9,91 30,0018,64 | 30,33+16,86 46,00
16,22*° 21,90(n=2)
, . 25,00%15,52
Tau 50 20 92,60+ 5,27 | 89,20+ 4,87 90,20+ 3,43 86,602 6,27 81,80+ 17,14 | 78,60+1254 | 72,40£21,29 | 68,60+2143 | 602042558 | 66,00+1801 | 52,25¢22,90 | 35,75+2553
(n=2)
p ns ns 0,039 0,033 ns ns ns ns 0,024
A . A | 55,60+14,80 23,50+3,50
5% yema 92,27+7,60 | 84,83t6,90 | 72,86+15,78 69,70+13,53* | 63,40+21,28* | 54,06+22,10 =2) 44,92+7,60% 84,80+6,90° 31,28+18,60° | 33,25+18,89 | 35,33+7,09
n= (n=2)
. o | 71,00+16,48* | 65,80+20,57° X . ,
10% yema 95,33+3,08 86,60+5,46 80,73+6,36 77,00+8,23 b b 61,60+27,11 60,15+16,24 ° 55,83+16,73 46,50+21,24% 41,55+20,19 35,20+22,99 39,43+13,83
20% yema 88,47+4,27 | 87,736,60 82,66+7,47" 80,20190,98° | 74,90+13,31° | 68,66+22,39" | 64,26124,15 | 64,27+24,15° | 65,15+20,37° | 61,50+19,04° | 56,66+21,39 | 4529+22,7 | 36,63+18,85
p ns ns 0,002 0,004 0,029 0,017 ns 0,045 <0,001 0,011 ns ns ns
Tau 0 mM 01,0747,12° | 83,9744,74° |  76,40£12,96 71,40£11,98 | 6580£19,19 | 61,36+22,37 | 59,71#2361 | 57,77+19,09 53,92+22,27 48,18+20,8 49,88+20,45 | 44,05+2157 | 40,43+16,42
Tau 30 mM 96,00i2,17b 88,6716,19b 82,13+11,77 78,53+10,60 75,07+£18,06 66,23+20,50 57,71+22,57 57,77+2,17 54,25+25,17 50,81+24,79 49,00+£24,91 42,67+22,78 37,62+17,60
| 87,27554°
Tau50mM | 94,13+4,90 ) 82,80+10,88 79,40£10,03 | 73,73%1507 | 67,20:19,53 | 61,21423,97 | 558442294 46,08+25,00 47,33:2408 | 41,37+21,00 | 31,57+20,86 | 28,40%14,84
p 0,039 0,069>0,05 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Media + desviacion tipica (%). ns- no significativo.
Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).
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4.1.2.2.4. Efectos de los aminoacidos y de la yema de huevo en la integridad del

acrosoma

Espermatozoides con acrosomas intactos (AN): A pesar de no observarse
diferencias significativas entre los diluyentes utilizados ni en la concentracion de Taurina,
si se han verificado diferencias en la concentracién de yema en los dias 1 (5% vs 10 y
20%; p=0,03) y dia 10 (20% vs 10y 5%; p=0,032) (Tabla 4.15).

Grafica 4.13 - Espermatozoides con acrosomas intactos
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Espermatozoides con acrosomas alterados (AA): Este parametro no ha
permitido observar diferencia alguna entre los distintos diluyentes, entre las diferentes

concentraciones de yema utilizadas, ni entre las concentraciones de Taurina (Tabla 4.16).

Grafica 4.14 - Espermatozoides con acrosomas alterados
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Tabla 4.15 - Espermatozoides con acrosomas intactos

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10 Dia 11 Dia 12
Tris 5 74,10+ 10,51 77,50+12,93 | 68,70+1588 | 63,00+23,14 | 6370+1896 | 56,80:+2588 | 50,80+ 13,55 59")(?1’—;3)7'99 66'5223;"64 80,00 93,00
Tris 10 83,70+ 7,71 7510+17,42 | 7560£20,03 | 72,10+9,02 75,10+ 13,37 74,70+15,0 57,80+12,84 | 6150+24,28 | 61,00£16,27 69,75:7,09 7333:1823 | 62,00428,51
Tris 20 85,40+ 9,69 772061429 | 79,30+11,49 | 7570+7,14 76,90+ 5,64 66,00:1369 | 6860+1526 | 73,00:1998 | 62751607 | 6525:2052 | 67,00+18,77 58,50+7,55
Tau 305 67,50+ 21,24 72,0042098 | 72,40:+1950 | 68,70:24,77 | 61,10£29,10 | 60,30:+2697 | 56,30+16,7 | 66,30+ 30,27 73’?23350 95,00 92,00 88,00
Tau 30 10 85,00+ 8,21 79,60+ 14,33 | 81,70+13.84 | 76,70+871 79,20+1331 | 69,50+17,36 | 62,10:+14,59 | 7625:1396 | 61,00:1662 | 69,00:13,44 | 70,00417,09 | 63,00429,51
Tau 30 20 84,60+ 11,72 79,50+7,70 | 81,90+10,15 | 77,00+8,15 7540+ 9,61 | 72,20:1458 | 6830:21,16 | 75,50+ 14,62 69,25+9,95 7400£1098 | 70251491 | 64,50+21,42
Tau 50 5 73,20+ 21,44 7350+ 19,53 | 61,10+27,62 | 67,50+28,64 | 6800+24,29 | 5975:13,62 73,30+ 2,52 90,00 94,00 98,00 94,00 92,00
Tau 50 10 87,00+ 9,14 80,20+ 16,95 | 7854+13,65 | 82,60+10,55 | 73,40+1340 | 6580+1998 | 6150+21,17 | 69,63£20,01 | 70,50+23,33 73,00+8,49 72’?23?'28 87,00
Tau 50 20 88,00+ 7,45 85,10+ 8,07 79,20+ 18,24 78,20+ 6,87 79,10+ 7,92 69,10+ 1853 | 6580+10,44 | 66,00£22,23 | 67,75:18,75 73,25+9,03 74,00+16,52 58'5222"2‘?'30
P ns ns ns ns ns ns ns ns
506 yema 71,60+17,34° 74631690 | 674042055 | 66,70+2381 | 6457+22,90 | 5890+20,83 | 58,90+1522 | 66,57+30,11 | 74,80+23,08 91,00+9,64° 58,90+15,20 90'810;—'22)'82
10% yema 85,23+7,87 783041526 | 78,61+15,14 77,13+9,82 759041262 | 700061670 | 6057+1510 | 69,12+19,04 | 63,25+1598 70,10+9,35" 71,75417,17 66,0025 44
20% yema 86,0040,17 80,60+10,27 80,13+12,8 76,966,93 77,13+7,47 69,40+14,43 | 67,56+14,43 | 7150+17,84 | 66,58:1420 | 70,83:1367° | 70,09+1534 | 60,90+10,02
p 0,03 ns ns ns ns ns ns ns ns 0,032 ns ns
Tau 0 mM 81,07+10,09 76,60413,03 | 74,53+1565 | 70,57+14,72 71,0041412 | 66,78+1834 | 79,77+10,09 | 76,60:1393 | 74,53:1565 | 70,57+14,72 | 71,9041412 | 66,78+18,34
Tau 30 mM 79,03+16,08 77,33+1455 | 78,66+14,62 | 74,13+15,22 71,0041959 | 67,82+1876 62,64+17,0 73271805 | 67,15+13,96 | 74111344 | 72.87+1544 | 66,87+22,78
Tau 50 mM 82,73+14,82 79,601529 | 72,04+21,01 | 76,10£17,96 | 73.80+1601 | 6525:1681 | 66,25:16,81 | 70,28+19,83 | 72,28+18,97 | 76711187 | 76671850 | 74,00£29,43
p ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Media+ Desv. Tip. (%). ns- no significativo.




Tabla 4.16 - Espermatozoides con acrosomas alterados

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10 Dia 11 Dia 12
Tris 5 12,30+6,52 15,50+ 10,68 16,70+ 12,16 15,60+ 9,15 18,30+ 8,48 15,50+ 11,03 26,00+ 20,94 28,67+ 21,83 32,50+36,06 (n=2) 9,00 4,00
Tris 10 10,00+ 5,88 | 20,40+ 15,04 | 17,80+19,92 20,90+8,86 | 20,70+ 12,88 16,70+ 10,73 28,25+ 13,33 | 26,75+ 23,92 29,25+22,47 20,50+13,60 25,03+18,01 35,00+27,51
Tris 20 11,10+ 6,31 19,80+ 15,99 19,30+ 11,97 15,30+ 5,87 20,50+ 4,56 20,40+ 11,06 25,60+ 15,14 22,00+ 17,65 30,75+18,82 31,50+21,83 24,50+£18,08 36,50+8,89
Tau 305 18,40+ 18,39 16,40+ 14,64 15,60+ 7,57 16,90+ 8,07 15,30+ 7,69 12,25+3,95 22,25+ 16,54 30,33+ 28,57 25,50+21,92 (n=2) 4,00 3,00 12,00
Tau 30 10 11,00+6,48 17,40+ 14,59 12,60+ 9,21 19,30+ 2,54 14,40+ 10,16 18,50+ 7,23 32,50+ 14,38 22,75+ 17,95 31,75+22,78 23,75+16,32 24,67+20,53 35,33+27,01
Tau 30 20 13,40+ 10,5 17,90+ 8,6 16,30+ 9,5 23,10+ 8,55 21,50+ 8,23 25,20+ 15,10 28,70+ 21,66 21,00+ 14,10 23,50+13,48 21,25+14,84 27,00+16,79 30,00+20,31
Tau 50 5 12,50+ 9,34 12,30+ 11,38 19,80+ 8,27 14,00+ 7,25 10,10+ 7,39 22,25+ 10,81 10,33+ 15,62 2,00 5,00 2,00 2,00 2,00
Tau 50 10 8,00+ 5,83 16,70+ 17,49 | 14,34+ 10,09 14,00+ 5,66 22,90+ 12,63 25,30+ 15,60 31,75+ 26,40 | 24,88+19,34 24,00+28,28 23,50+13,45 | 26,00£31,10 (n=2) 11,00
Tau 50 20 8,00+ 5,24 13,70+ 7,59 13,40+ 12,26 | 18,70 +4,99 16,50+ 7,04 25,90+ 17,88 29,40+ 20,51 | 28,25+ 20,47 27,75+20,99 22,75+11,08 23,00+19,08 32,00+3,50 (n=2)
P ns ns ns ns ns ns ns ns
5% yema 14,40+11,90 14,70+11,58 17,36+9,03 15,50+7,68 14,56+8,08 16,66+9,39 20,36+17,58 25,57+23,22 24,20+23,90 5,00£3,60 3,00+1,00 7,00£7,07 (n=2)
10% yema 9,80+5,60 18,17+14,68 14,90+13,10 18,07+6,50 19,33+11,67 20,16+11,28 30,96+17,06 24,79+18,67 29,20+20,95 22,40+13,15 25,25+18,75 31,71+24,06
20% yema 10,90+7,43 17,13+10,80 16,33+10,76 19,03+6,98 19,50+0,00 23,80+1,06 27,9+16,96 23,75+16,26 27,33+16,61 25,16+15,67 25,00+16,07 33,00+17,67
p ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Tau 0 mM 11,1345,86 18,57+13,24 | 17,93%14,06 17,27+7,95 19,8318,67 17,68+10,28 26,54+15,23 25,54+19,20 30,50+20,80 24,11+17,62 22,25+16,95 35,86+17,10
Tau 30 mM 14,27+12,26 17,23+11,98 14,83+8,31 19,77+6,94 17,078,74 19,10+10,89 28,28+16,97 24,18+18,32 27,20+17,40 20,44+14,90 23,12+17,57 29,75+21,06
Tau 50 mM 9,70+6,70 14,23+11,98 15,85+10,00 15,56+6,04 16,50+£10,22 24,64+14,06 25,33+21,77 23,83£19,16 23,43+20,56 20,00+12,43 20,50+20,58 19,25+25,43
p ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Media+ Desv. Tip. (%). ns- no significativo.




Resultados

Espermatozoides sin acrosoma (SA): En el andlisis diario comparativo entre
diluyentes solo se verificaron diferencias significativas en el dia 7 (p=0,037), en que el
diluyente tris 5 tuvo un porcentaje significativamente superior a tau 30 10, tau 30 20, tau
50 10, tau 50 20, tris 20 (Tabla 4.17). La concentracion de yema presenta diferencias
significativas los dias 1y 4 a 7 (p=0,001-0,047), donde puede observarse una mejor
conservacion del acrosoma en los espermatozoides diluidos en medios con 10 y 20% de
yema de huevo vs 5%. La concentracion de Taurina no presenta significacion alguna para
este parametro. Sin embargo, la ausencia de acrosoma tampoco presenta diferencias

estadisticamente significativas entre Tris 20 y Tau 30 5 hasta el dia 8.

Grafica 4.15 - Espermatozoides sin acrosoma
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4.1.2.3. Correlaciones entre los diferentes parametros evaluados

Los distintos parametros de calidad espermaticos han sido correlacionados entre
si, mediante un analisis global (dias 0 a 12) (Tabla 4.18), y, por otra parte, un analisis
seriado, dia a dia (Tabla 4.19).

a. Analisis global

Como puede observarse en la tabla 4.18, existe una correlacién positiva y
altamente significativa (p<0,01) entre todos los parametros de motilidad total y progresiva
(tanto visual como computerizada), la respuesta positiva al test de endésmosis y al % de
espermatozoides con acrosoma intacto, cuando se analizan los datos obtenidos para

cada parametro de forma global.

155



Tabla 4.17 - Espermatozoides sin acrosoma

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10 Dia 11 Dia 12
Tau 305 13,60+13,05 7,00+ 7,68 14,60+ 18,38 20,50+ 27,39 18,00+22,42 27,75%30,26 23,25+ 14,34° 12,33+ 18,77 1,00+1,41 (n=2) 11,00 3,00
Tau 30 10 6,30+5,63 4,50£3,55 6,60+ 4,89 7,00+ 7,14 4,20+5,26 8,60+ 9,59 14,00+ 4,69° 11,75+ 13,23 9,75+8,99 9,75+9,54 1,33+2,31 3,00£2,00
Tau 30 20 3,50+4,61 3,00+2,34 1,40+0,65 7,20+ 8,35 2,60+ 1,95 12,70+ 13,66 5,8045,07% 5,00£3,37 6,50+4,73 3,25£3,20 8,50+15,02+ 5,00+£2,94
Tau 50 5 14,10+ 24,58 10,70+ 20,96 12,00+16,63 14,00+ 21,47 23,60+ 30,70 27,50+ 29,46 21,25+ 23,2bc 3,30+2,52 1,00+1,41 1,00 5,00 0,00
Tau 50 10 4,00+ 6,86 3,00+ 1,23 7,30+ 10,39 4,00£7,80 6,40+ 6,27 12,00+ 13,64 5,40+ 5,41%° 3,50+2,38 6,38+7,18 7,25+4,35 5,33+4,16 1,67+2,89
Tau 50 20 2,00+ 2,00 2,60+2,20 1,80+ 1,10 0,10+£0,22 3,10+1,95 2,60+1,82 3,00+3,32% 3,50£2,89 7,25+5,32 4,75+4,79 2,75+2,87 5,50+4,76
Tris 5 14,30+ 25,62 14,20+ 22,50 19,10+ 25,22 18,50+ 24,45 21,20+ 27,48 18,00 16,83 16'33i013'32ab 8,00 1,00 0,00 4,00 6,00
Tris 10 6,30+ 5,63 4,70+ 3,23 6,80+ 9,73 7,40£6,66 4,40+ 5,08 8,80+ 9,39 14,00+4,69 11,75+ 13,23 5,50+4,95 (n=2) 3,50+4,95 (n=2) 2,00£2,83(n=2) 2,00
Tris 20 3,80+ 4,76 1,20+1,64 7,40+14,41 3,30+4,99 4,40+ 4,16 5,00+2,92 4,80+ 4,50% 5,70+ 7,57 4,50+7,68 4,00+5,42 3,00+2,65 9,00+4,24 (n=2)
p ns ns ns ns ns ns 0,037 ns
5% yema 14,00+20,20% 10,63+17,20 15,23+19,10 17,80+22,8" 20,90+25,20° 24,40+24,20° 20,60+16,34" 7,85+11,82 1,00+1,00 4,00+6,1 4,00£1,00 3,0044,24 (n=2)
10% yema 4,96+6,35% 3,50+2,80 7,00+10,9 4,80+6,70° 4,7645,14% 9,83+10,38% 8,46+6,19% 6,90+8,29 7,55+7,11 7,50+6,70 3,00+3,38 2,28+2,13
20% yema 3,10+3,80° 2,67+2,05 3,5318,23 3,53+6,00% 3,67+2,70% 6,75+8,75% 4,50+4,20% 4,80+3,50 6,08+5,60 4,00£4,17 4,90£8,92 6,00+3,80
p 0,047 ns ns 0,015 0,004 0,012 0,001 ns ns ns ns ns
Tau 0 mM 7,80+9,12 4,80+4,97 7,53+12,49 11,56+17,07 8,26+14,27 15,53+19,08 13,69+11,04 9,45+11,78 6,70+6,78 7,00+7,12 5,12+10,56 4,14+2,60
Tau 30 mM 6,70+14,74 5,43+11,92 7,03+11,35 6,16+13,72 11,03£19,18 13,07+19,10 9,07+14,19 3,45+2 33 5,60+5,74 5,44+4, 47 4,00+3,20 3,75+4,17
Tau 50 mM 7,56+15,34 6,17+13,56 11,20+18,28 8,40+15,59 9,76+17,22 10,10£11,20 8,33+8,51 5,88+4,10 4,28+5,99 3,28+4,57 2,80+2,23 6,50+4,12
p ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Media + desviacion tipica (%) (los datos con valor O para éste parametro han sido tomados en cuenta ya que
forman parte de la suma entre AN + AA + SA para obtener el porcentaje total de acrosomas). ns- no significativo.
Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).




Resultados

Tabla 4.18 - Coeficientes de correlacion - andlisis global

MTV MPV MTC MPC TE AN
MTV 0,960** 0,859** 0,726** 0,976** 0,189**
n 492 492 252 252 491 430
MPV 0,960** 0,833** 0,703** 0,942** 0,226**
n 492 492 252 252 491 430
MTC 0,859** 0,833** 0,848** 0,855** 0,198**
n 252 252 252 252 252 207
MPC 0,726** 0,703** 0,848** 0,734** 0,216**
n 252 252 252 252 252 207
TE 0,976** 0,942** 0,855** 0,734** 0,166**
n 491 491 252 252 491 430
AN 0,189** 0,226** 0,198** 0,216** 0,166**
n 430 430 207 207 430 430

** | a correlacién es significativa al nivel 0,01 (bilateral)

b. Andlisis seriado

Hemos establecido las correlaciones entre los porcentajes de motilidad y la

respuesta positiva al test de enddésmosis (Tabla 4.19). Se observa una elevada correlacion

entre los mencionados parametros con excepciéon del dia 0, en que la motilidad total

computerizada no presenta correlacion con los parametros visuales ni con el test de

endésmosis. Ademas, en este mismo dia, en el dia 2 y en el dia 10, tampoco hay

correlacion entre ambas motilidades progresivas. El resto de los dias existe una alta

correlacion significativa entre los parametros mencionados. No se han observado

correlaciones entre los acrosomas normales y el resto de los parametros.

Tabla 4.19 - Coeficientes de correlacion - analisis seriado

MTV.0 MPV.0 MTC.0 MPC.0 TE.O

MTV.0 0,830** -,058 0,371%* 0,608**

n 45 45 45 45 45

MPV.0 0,830%* ,100 247 0,464**

n 45 45 45 45 45

MTC.0 -,058 ,100 0,561%* -,049

n 45 45 45 45 45

MPC.0 0,371%* 247 0,561** 0,318**

n 45 45 45 45 45

TE.O 0,608** 0,464** -,049 0,318**

n 45 45 45 45 45
MTV.1 MPV.1 TE.L

MTV.1 0,644** 0,733**

n 45 45 45

MPV.1 0,644** 0,329*

n 45 45 45

TE.1 0,733* 0,329*

n 45 45 45
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Tabla 4.19 - Coeficientes de correlacion - andlisis seriado (cont.)

MTV.2 MPV.2 MTC.2 MPC.2 TE.2
MTV.2 0,980** 0,482** 0,321* 0,935**
n 45 45 45 45 45
MPV.2 0,980** 0,433** ,247 0,930**
n 45 45 45 45 45
MTC.2 0,482** 0,433** 0,783** 0,578**
n 45 45 45 45 45
MPC.2 0,321* 247 0,783** 0,400**
n 45 45 45 45 45
TE.2 0,935** 0,930** 0,578** 0,400%*
n 45 45 45 45 45
MTV.3 MPV.3 TE.3
MTV.3 0,894** 0,897**
n 45 45 45
MPV.3 0,894** 0,850**
n 45 45 45
TE.3 0,897** 0,850**
n 45 45 45
MTV.4 MPV.4 MTC.4 MPC.4 TE.4
MTV.4 0,970** 0,784** 0,557** 0,944**
n 45 45 45 45 45
MPV.4 0,970%* 0,737** 0,534** 0,917**
n 45 45 45 45 45
MTC.4 0,784** 0,737** 0,818** 0,773**
n 45 45 45 45 45
MPC.4 0,557** 0,534** 0,818** 0,613**
n 45 45 45 45 45
TE.4 0,944** 0,917** 0,773** 0,613**
n 45 45 45 45 45
MTV.5 MPV.5 TE.5
MTV.5 0,974** 0,968**
n 45 45 45
MPV.5 0,974** 0,947**
n 45 45 45
TE.5 0,968** 0,947**
n 45 45 45
MTV.6 MPV.6 MTC.6 MPC.6 TE.6
MTV.6 0,968** 0,825** 0,576** 0,968**
n 42 42 42 42 42
MPV.6 0,968** 0,761** 0,532** 0,941**
n 42 42 42 42 42
MTC.6 0,825** 0,761** 0,874** 0,831**
n 42 42 42 42 42
MPC.6 0,576** 0,532** 0,874** 0,596**
n 42 42 42 42 42
TE.6 0,968** 0,941** 0,831** 0,596**
n 42 42 42 42 42
MTV.7 MPV.7 TE.7
MTV.7 0,958** 0,965**
n 40 40 40
MPV.7 0,958** 0,934**
n 40 40 40
TE.7 0,965** 0,934**
n 40 40 40
MTV.8 MPV.8 MTC.8 MPC.8 TE.8
MTV.8 0,965** 0,643** 0,543** 0,983**
n 36 36 31 31 36
MPV.8 0,965** 0,585** 0,433* 0,957**
n 36 36 31 31 36
MTC.8 0,643** 0,585** 0,741** 0,598**
n 31 31 31 31 31
MPC.8 0,543** 0,433* 0,741** 0,496**
n 31 31 31 31 31
TE.8 0,983** 0,957** 0,598** 0,496**
n 36 36 31 31 36
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Tabla 4.19 - Coeficientes de correlacion - andlisis seriado (cont.)

MTV.9 MPV.9 TE.9

MTV.9 0,958** 0,957**

n 31 31 31

MPV.9 0,958** 0,915**

n 31 31 31

TE.9 0,957** 0,915**

n 31 31 31

MTV.10 MPV.10 MTC.10 MPC.10 TE.10
MTV.10 0,846** 0,880™* 0,463* 0,963**
n 28 28 25 25 27
MPV.10 0,846** 0,745** 0,285 0,820**
n 28 28 25 25 27
MTC.10 0,880** 0,745** 0,547** 0,844**
n 25 25 25 25 25
MPC.10 0,463* 0,285 0,547** 0,452*
n 25 25 25 25 25
TE.10 0,963** 0,820** 0,844** 0,452*
n 27 27 25 25 27
MTV.11 MPV.11 TE.11

MTV.11 0,875** 0,958**

n 25 25 25

MPV.11 0,875** 0,844**

n 25 25 25

TE.11 0,958** 0,844**

n 25 25 25

MTV.12 MPV.12 MTC.12 MPC.12 TE.12

MTV.12 0,912** 0,911** 0,795** 0,958**
n 20 20 19 19 20
MPV.12 0,912** 0,817** 0,656** 0,909**
n 20 20 19 19 20
MTC.12 0,911** 0,817** 0,903** 0,881**
n 19 19 19 19 19
MPC.12 0,795** 0,656** 0,903** 0,804**
n 19 19 19 19 19
TE.12 0,958** 0,909** 0,881** 0,804**
n 20 20 19 19 20

** | a correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral)
* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral)
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4.1.3. Experimento 1.3. Evaluacion del estado de capacitacion de los
espermatozoides a lo largo del periodo de refrigeracién en el diluyente
suplementado por taurina 30 y 50 mM, mediante la prueba de tincién con

clortetraciclina

Hemos seleccionado del experimento anterior los diluyentes suplementados con
20% de yema, porgue a pesar de no mostrar diferencias significativas entre si, cuando se
estudiaron los parametros de motilidad mediante medicibn computerizada,
proporcionaron los mejores resultados en los experimentos anteriores. El diluyente Tris-
20% yema se mantuvo como control. Los resultados obtenidos tras la tincion con CTC del
semen refrigerado se presentan en la tabla 4.21; mientras que en la tabla 4.22. se

presentan los resultados de los parametros de motilidad.

Se utilizaron 6 eyaculados que analizados visualmente, in situ, presentaban una
motilidad progresiva entre 75y 85%, las formas anormales oscilaron entre el 12y el 17 %
y la concentracion entre 800 y 1100x10° espermatozoides por eyaculado. Los eyaculados
de menor concentraciébn se unieron 2 a 2 con otros de mayor concentracion para

constituir 3 pools.

Los resultados del test de CTC son presentados en funcion de los distintos
patrones de distribucion de la CTC fluorescente; Patron F: espermatozoide no capacitado
con acrosoma intacto; Patron B: espermatozoide capacitado con acrosoma intacto y
Patrén AR: espermatozoide capacitado con acrosoma reactivo (Ward y Storey, 1984;
DasGupta y col., 1993).

En esta prueba se observaron diferencias significativas (Tablas 4.20 y 4.22) en el
patrén B del dia 9, en el que Tau 30 presenta porcentajes significativamente mayores que
Tris y en el patrén AR de los dias 3y 9, en los que Tau 30 (dia 3), Tau 50 y Tris (dia 9)
presentan porcentajes significativamente superiores a los demas. Los resultados de esta
prueba evidencian que el patron F disminuye a lo largo del experimento en todas las
muestras, mientras que los patrones B y AR evidencian un aumento. Sin embargo, el
patron AR que aumenta gradualmente a lo largo del experimento demuestra un descenso

del dia 6 al dia 9, en incremento del patrén B.
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Tabla 4.20 - Resultados del test de CTC

Patrén F Patrén B Patrén AR
Dia0  Tris 58,33+4,04 37,333,221 4,333,221
Tau 30 62,00+1,73 35,33+1,15 2,6740,58
Tau 50 62,33+8,33 31,6745,51 6,00+3,61
Dia3  Tris 23,00+1,00 67,00+3,00 10,00+2,65%
Tau 30 24,6745,51 60,67+7,51 14,67+2,08"
Tau 50 31,00+2,00 62,67+3,06 6,33+1,15°
Dia6  Tris 6,67+2,52 72,67+9,45 21,00+10,54
Tau 30 6,0043,61 71,3348,39 22,6746,51
Tau 50 6,00+4,36 73,3348,50 20,67+7,09
Dia9  Tris 4,67+2,52 78,6746,43% 16,67+4,51"
Tau 30 2,67+0,58 89,67+1,53" 7,67+1,15%
Tau 50 4,330,58 83,33+0,58% 12,3340,58%°

Media + Desviacion tipica (n=3). Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).

A pesar de no existiren diferencias significativas en los pardmetros de motilidad

estudiados, la motilidad total del dia 6 para Tau 30 presenta valores casi
significativamente superiores a Tau 50 (p=0,054), y la MP del mismo dia presenta valores
para Tris y Tau 30 casi significativamente superiores a Tau 50 (p= 0,055). A pesar de la
ausencia de significacion estadistica, del dia 6 y al dia 9 parece presentarse un
incremento de los valores para la mayor parte de parametros, excepto para MT que
presenta los peores valores para Tau 50 y los mejores para Tris. La MT resulta
ligeramente superior para Tau30. Por otra parte, también podemos observar que en este
dia la VCL y ALH son mas elevadas para Tau 50 e inferiores para Tris, a diferencia de lo

gue sucede con VSL, LIN y VAP (Tablas 4.21 y 4.23).

Tabla 4.21 - Pardmetros de motilidad del semen refrigerado

Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9
MT Tris 90,10+9,20 71,17+9,60 68,60i10,23ab 75,83+7,92
Tau 30 88,63+6,57 73,7748,74 74,77+9,29" 81,07+3,61
Tau 50 88,43+6,09 71,27+21,06 53,20+5,89% 73,00+10,60
MP Tris 80,43+6,33 58,87+13,70 55,27i14,15b 37,40+4,79
Tau 30 81,93+5,74 63,13+9,32 55,73i5,61b 34,23+6,69
Tau 50 75,33£3,72 58,07+20,24 34,47+6,37°% 28,87+3,84
VCL Tris 157,53+£14,01 142,23+£10,07 142,27+20,31 142,50+10,54
Tau 30 169,27+16,93 112,07+24,88 117,90+36,55 146,50+6,12
Tau 50 148,23+22,71 138,03+2,11 112,27+9,81 152,93+12,65
VSL Tris 139,43+18,08 102,47+11,73 107,37+21,60 111,60+8,87
Tau 30 152,57+17,06 93,93+17,97 89,10+31,09 105,63+9,05
Tau 50 129,17+24,76 99,43+10,17 75,17+2,84 106,30+2,07
VAP Tris 146,57+16,32 111,67+11,13 115,63+22,24 120,97+7,27
Tau 30 158,83+18,00 99,00+18,74 95,47+31,33 118,70+1,73
Tau 50 135,30+24,31 108,47+8,22 84,27+1,72 116,40+2,88
LIN Tris 88,37+5,28 71,9343,30 75,20+6,49 78,33+3,25
Tau 30 90,07+1,54 75,3748,57 74,80+6,16 72,20+6,75
Tau 50 86,80+3,32 71,97+6,68 67,37+7,33 69,83+6,38
ALH Tris 3,20+0,30 4,53+0,42 4,27+0,46 4,10+0,44
Tau 30 3,30+0,10 3,60+0,92 4,10+0,92 4,37+0,21
Tau 50 3,30+0,10 4,50+0,53 4,37+0,60 4,93+0,99

Media + Desviacion tipica (n=3). *ver tabla 4.23.
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Tabla 4.22 - Diferencias significativas (ANOVA)

Parametro Dia p
Patron AR 3 0,007
Patron B 9 0,034
Patron AR 9 0,019

(n=3)

a. Correlaciones

4.23 - Diferencias casi significativas (ANOVA)

Parametro Dia p
MT 6 0,054>0,05
MP 6 0,055>0,05
(n=3)

Se presentan las correlaciones entre parametros de motilidad computerizada y los

patrones de fluorescencia de la CTC (analisis globales, sin tener en cuenta el dia, n=36).

Tabla 4.24 - Coeficientes de correlacion

Patrén F  Patrén B Patron AR MT MP VCL VSL VAP LIN ALH
, -0,953 -0,656 0,457 0,8 0,408 0,636 0,602 0,687 0,559
Patrén F
p <0,001 <0,001 0,003 <0,001 0,014 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
batron B -0,953 0,398 -0,358 -0,793 -0,300 -0,573 -0,522 -0,712 0,585
atron
p <0,001 0,016 0,032 <0,001 0,075 <0,001 0,001 <0,001 <0,001
r -0,656 0,398 -0,551 -0,449 -0,488 -0,499 -0,523 -0,310 0,235
Patron AR
p <0,001 0,016 0,001 0,006 0,003 0,002 0,001 0,066 0,168

(n=36) r= correlacion de Pearson p= significacion (bilateral)

De resaltar la significativa correlacion entre el patron B (capacitacion y acrosoma
intacto) y el parametro de motilidad ALH (p<0,001), mientras que con los restantes

parametros de motilidad la correlacion es negativa.
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4.2. Experimento 2. Estudio del empleo de etilenglicol como crioprotector en la

congelacion del espermatozoide de perro

4.2.1. Caracteristicas del semen fresco

Para esta experiencia se procesaron 13 eyaculados procedentes de 10 perros.

Las caracteristicas de los pools de semen fresco se encuentran en la siguiente tabla:

Tabla 4.25 - Caracteristicas de los pools frescos

Parametro Media
Volumen (mL) 2,90+1,55
Motilidad Total (%) 85,8314,07
Motilidad progresiva (%) 75,83£3,76
Concentracion (x10°) 379,27+168,11
Morfologia normal (%) 89,10+3,50

MediatDesviacion tipica (n=5)

4.2.2 Caracteristicas tras la descongelacién

Dos pajuelas de cada uno de los diluyentes han sido descongeladas, una para
realizar el estudio de la motilidad y otra, para andlisis por citometria de flujo y tincién con
eosina-azul de anilina. Alicuotas de cada pajuela han sido analizadas para la motilidad
inmediatamente tras la descongelacion y cada 30 minutos de incubacién mediante
examen visual y por analizador computerizado (SCA®). La integridad de la membrana
plasmatica y acrosomal fue medida inmediatamente a la descongelacion y tras 1h:30’ de
incubacién en el bafio maria a 38°C, mediante citometria de flujo. Paralelamente, también
se realizaron extensiones tefiidas con eosina-azul de anilina que fueron posteriormente
analizadas para determinar el porcentaje de células vivas, es decir, con membrana

plasmatica integra.

Los datos se analizaron mediante un analisis de varianza factorial (ANOVA) y la
prueba post hoc (de comparaciones multiplas de Duncan) para p<0,05. Solo fue posible
la realizacion de las pruebas post-hoc hasta las 2h:30’ postdescongelacién, ya que a
partir de este momento disminuia el nUmero de muestras de algunos diluyentes.

Abreviaremos el nombre de los distintos diluyentes en numeracién romana (Tabla
4.26).
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Tabla 4.26 - Diluyentes de congelacion utilizados en el experimento 2

Diluyentes Abreviatura

Tris-Yema-Acido Citrico-8% Glicerol (Noruego) |
Tris-Yema-Acido Citrico-4% Etilenglicol I
Tris-Yema-Acido Citrico-8% Etilenglicol 1}

Tris-Yema-Acido Citrico- 4% Glicerol + 4% Etilenglicol \
Tris-Yema-Acido Citrico-5% Glicerol + 0,5% Equex (Uppsala-Equex I1) \%
Tris-Yema-Acido Citrico-5% Etilenglicol + 0,5% Equex VI

Tanto el diluyente | como el V se han considerado controles en este experimento.

Los resultados para cada parametro se pueden observar en las siguientes tablas y
graficas.

4.2.2.1. Estimacion subjetiva de la motilidad

a. Motilidad total visual

Grafica 4.16 - Motilidad total visual
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El diluyente que mejor mantuvo la motilidad total visual (MTV) fue el V, seguido
del VI, que no presenta diferencias significativas con el primero hasta las 2h (p<0,001). El
diluyente Ill fue el que peor mantuvo la MTV, seguido del IV. Los diluyentes | y I
presentan un comportamiento semejante entre si. Los diluyentes |, Il, V y VI no presentan

diferencias entre si hasta que no se mantienen 1h en incubacion.
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Tabla 4.27 - Motilidad total visual

Diluyente MTV 0 MTV 0:30 MTV 1 MTV 1:30 MTV 2 MTV 2:30
ab

| 73,00+2,74°  63,0046,71°  46,00+7,42®°  21,00+17,73%° 14,80+14,69°  17,33+16,622
I 66,0049,62°  60,00+11,18°  41,00+21,33%  32,00+18,23°  12,50+9,57 6,68+4,162

a a

Il 53,00+13,96°  39,00£10,84°  24,00:18,84°  9,00+10,83°  6,337,50%  6,0045,66a (n=2)
WY 65,00£10,00°  45,00£10,61° 31,00+11,94%°  22,00¢7,58%° 10,50£10,21% 11,00£12,73a(n=2)
Vv 73,4045,50°  69,00¢7,42°  66,00+4,18°  6500500° 59,00+11,40°  47,00+14,83"
Vi 73,0045,70°  67,00¢8,37°  63,40+11,84°"  52,00:16,81° 27,40£25,13%  26,75:22,11%

p 0,008 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,022

Media(%)+Desviacion tipica. Diferentes superindices en la misma
columna indican diferencias significativas (p<0,05).

4.2.2.2. Andlisis computerizado de la motilidad (CASA)

a. Motilidad total

Gréfica 4.17 - Motilidad total
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Hemos observado diferencias significativas entre los distintos diluyentes,
presentando los diluyentes V y VI las mejores motilidades, con excepcion de la MT2
donde el V es significativamente superior al VI. El diluyente Il fue el que peor mantuvo la
MT en todos los momentos analizados. Los diluyentes | y Il presentan motilidades
bastante semejantes y el IV tiene comportamiento intermedio entre el 1l y éstos Ultimos.
Al igual que en la apreciacion visual de la motilidad, los diluyentes I, I, V y VI tampoco

presentan diferencias entre si hasta que no se mantienen 1h en incubacién.
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Tabla 4.28 - Motilidad total

MT O MT 0:30 MT 1 MT 1:30 MT 2 MT 2:30
| 66,08+7,53" 53,24+12,59™ 37,8048,36" 21,40+12,69° 17,06+10,68% 20,40+9,81
1 59,10£12,64  50,06+12,74°  34,92+16,73"  27,54%16,07*  14,95%9,42° 14,30+7,80
1] 44,62+11,65% 27,92+13,66° 14,70£9,40° 10,28+7,61% 11,33+9,78% 11,20+7,35(n=2)
v 58,20+18,15%  39,66+14,84%  28,42+9,56 19,34+7,93*  16,60+10,98*  16,65+8,41(n=2)
\Y 68,48+9,56" 64,62+19,81° 64,96+15,36° 63,96+12,63" 57,66+19,99" 41,08+20,99
VI 70,02+5,35" 59,64+15,38" 60,10+13,19° 52,16+20,60" 28,74+19,55% 29,47+16,60
P 0,044 0,007 <0,001 <0,001 0,001 ns
Media(%)+Desviacion tipica. ns- no significativo. Diferentes superindices en la misma
columna indican diferencias significativas (p<0,05).
b. Motilidad progresiva
Gréfica 4.18 - Motilidad progresiva
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Siguiendo la tendencia de la MT, los diluyentes que mejor mantienen la MP han

sido el V, seguido del VI. A la 1h:30" y a las 2h la MP del diluyente V es significativamente

superior a los restantes diluyentes. La MP del diluyente Il fue sistematicamente la mas

baja.
Tabla 4.29 - Motilidad progresiva

MP 0 MP 0:30 MP 1 MP 1:30 MP 2 MP 2:30
[ 57,84+10,65°  38,62+14,58% 27,66+9,59° 10,68+8,52% 8,48+7,94°  15,35+5,44 (n=2)
I 49,38+14,5®  3544+14,18%™°  2232+13,07* 14,76+8,75% 8,50+6,25° 7,9045,54
Il 35,38+14,42° 18,98+8,66° 8,34+7,54° 7,50+7,33° 4,7743,57° 5,560+6,08 (N=2)
v 45,02+14,02%°  27,87+13,88% 19,08+6,04™ 11,70+4,98% 6,83+5,44>  10,50+4,80 (n=2)
\% 57,00+12,65°  54,88+18,61° 56,20%16,02° 52,44+12,29°  43,44+19,77° 26,72+18,04
VI 55,54+6,13" 47,50+18,27" 47,76+15,43° 36,50+15,38"  18,78+16,89° 26,43+4,05
p 0,062 0,012 <0,001 <0,001 0,002 ns

Media(%)+Desviacion tipica. ns- no significativo. Diferentes superindices en la misma
columna indican diferencias significativas (p<0,05).
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microm/sg
160

c. Velocidad curvilinea

Gréfica 4.19 - Velocidad curvilinea

0 0:30 1

1:30

2 2:30

3 3:30

4 4:30

No se han observado diferencias estadisticamente significativas en la motilidad

curvilinea (VCL) de los distintos diluyentes (p>0,05).

Tabla 4.30 - Velocidad curvilinea

VCL 0 VCL 0:30 VCL 1 VCL 1:30 VCL 2 VCL 2:30
| 133,24+16,80  116,48+20,98 115,94+18,27 82,18+44,24 70,12+45,94 81,338+58,43
Il 139,68+16,89  123,04+17,97 104,94+20,40 93,36+26,81 81,07+44,09 92,70+£63,06
1l 134,54+14,64  130,24+18,84 117,08+39,44 80,18+40,45 100,43+47,84 70,35+32,17 (n=2)

\Y 126,96+14,89  135,44+19,41  123,04+24,01  109,98+20,05  84,85+42,31 113,75%5,44 (n=2)
\Y, 134,26+18,87 128,68+9,87 132,04+10,90  121,84+1556  109,30+24,91 89,34+24,28
VI 128,14+17,96 128,06+23,55 128,52+23,45 109,48+32,79 81,08+54,95 96,45+58,63
Media(um/s)+Desviacion tipica
d. Velocidad rectilinea
Gréfica 4.20 - Velocidad rectilinea
microm/sg
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velocidad rectilinea (VSL) de los distintos diluyentes.

Tabla 4.31 - Velocidad rectilinea

Tampoco se han observado diferencias estadisticamente significativas en la

VSL 0 VSL 0:30 VSL 1 VSL 1:30 VSL 2 VSL 2:30
| 111,10+18,14 82,02+18,18 82,10+15,91 52,60+34,1 40,36+34,03 56,67+48,92
Il 112,22+24,43 82,86+14,80 72,38+16,14 62,54+26,74 52,95+38,27 62,60+48,16
1] 105,08+15,15 87,66+17,46 74,16+30,33 50,52+36,37 68,7+41,48  44,50+24,18 (n=2)
\ 102,74+16,38 99,70£18,14 90,84+20,29 74,24+16,08 50,08+27,5  75,20%11,45 (n=2)
\Y 113,98+21,66 103,84+11,87 100,98+9,92 92,26+17,64 78,26+23,82 59,86+24,78
VI 101,18+18,74 96,42+20,74 95,50+21,10 74,76+31,96 52,40+40,46 63,45+43,92

microm/sg

140
120 -
100 -

80 +

60

Media(um/s)+Desviacion tipica

e. Velocidad promedio

Grafica 4.21 - Velocidad promedio
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presentado diferencias significativas entre los distintos diluyentes.

Tabla 4.32 - Velocidad promedio

e — |l

——Il

La motilidad de promedio (VAP) de los distintos diluyentes, tampoco ha

VAP 0 VAP 0:30 VAP 1 VAP 1:30 VAP 2 VAP 2:30
| 117,06+17,10 90,58+18,35 89,48+15,76 60,90+£38,77 45,32+35,76 61,63+50,75
Il 121,60+19,05 93,56+15,19 80,58+16,75 70,32+27,09 58,75+39,58 68,23+£50,93
Il 113,68+14,85 98,04+15,98 84,78+31,55 59,03+37,68 76,10£37,26  50,50+25,46 (n=2)
v 110,14+14,92  109,68+17,94 97,78+20,67 81,96+14,83 56,83+29,94 81,55+7,99 (n=2)
\Y 120,58+19,80  110,58+10,32 108,20+9,09 99,98+15,42 86,36+22,56 67,10+24,55
\ 109,98+18,58  105,64+19,49 103,72+20,58 84,02+30,00 59,34+43,89 71,30+47,13

Media(um/s)+Desviacion tipica
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f. Indice de linearidad

Gréfica 4.22 - indice de linearidad

%
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Si se han encontrado diferencias significativas en el indice de linealidad (LIN) a las

0h:30’ y 1h postdescongelacion, siendo los diluyentes V y VI los que mantuvieron mejor
indice de linealidad a las 0h:30’ y el V tras 1h.

Tabla 4.33 - indice de linearidad

LINO LIN 0:30 LIN 1 LIN 1:30 LIN 2 LIN 2:30

[ 83,16+4,87  70,04+4,63% 70,68+7,22" 56,72+20,54* 47,12+22,39 55,00+30,80

1 79,56+8,04 67,18+3,46° 68,70+3,43" 64,42+11,75% 57,43+20,76 64,43+8,00

1] 77,88+3,46 66,94+5,47° 61,42+8,943 56,72+17,58 65,90+8,00  61,90+6,15 (n=2)
v 80,72+5,54 73,4045,78% 73,482 79" 67,18+2,71% 55,97+14,30 66,40+13,29 (n=2)
v 84,42+4,55 80,54+4,06° 76,40+1,61° 78,66+9,83° 72,28+10,59 64,12+13,26
\Y 78,56+3,86  74,86+4,05™ 73,82+3,40" 65,66+11,74%" 56,26+19,33 55,92+22,26

p ns 0,001 0,003 0,097 ns ns

Media(%)+Desviacion tipica. ns- no significativo.

g. ALH
Gréfica 4.23 - Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH)
microm
6 -
= —
5
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No existieron diferencias significativas entre los distintos diluyentes para este

parametro a lo largo de la incubacién, tras la descongelacion.

Tabla 4.34 - ALH

ALHO ALH 0:30 ALH1 ALH 1:30 ALH 2 ALH 2:30
| 3,28+0,37 4,08+0,36 4,30+0,63 3,26+1,71 4,38+3,12 4,05+0,07 (n=2)
] 3,50+0,10 4,32+0,22 4,08+0,33 3,88+0,60 3,38+2,11 3,97+0,96
1} 3,62+0,26 4,26+0,46 4,00+0,97 3,30+1,09 3,53+1,40 2,75+0,21 (n=2)
\% 3,22+0,24 4,26+0,39 4,44+0,52 4,50+0,59 3,72+1,92 4,00+1,55 (n=2)
\% 3,26+0,00 3,74+0,23 3,94+0,29 3,92+0,32 3,92+0,64 3,82+0,80
Vi 3,40+0,31 3,90+0,57 4,24+0,11 3,88+0,96 3,12+2,18 4,63+0,51

Media(um)+Desviacion tipica

4.2.2.3. Longevidad de la motilidad

El diluyente V ha sido el que mantuvo, significativamente, mayor longevidad tras la
descongelacion (p<0,05), seguido del diluyente VI y este por el I. Los diluyentes Il y IV
tuvieron una duraciéon semejante, mientras que el diluyente Il fue el que tardé menos

tiempo en perder su motilidad.

Gréfica 4.24 - Longevidad de la motilidad tras la Tabla 4.35 - Longevidad de la motilidad tras
descongelacion en minutos la descongelacion en minutos
Min
300 - Diluyente Duracién
b [ 186,00+65,04%
200 Il 168,00+50,20°
wz0d n 144,00+£39,12°
a
o | V] 168,00+45,50
P | % 252,00+40,30°
| Vi 216,00£57,70%
| 1 1l v v VI p 0,031
Diluyente MediatDesviacion tipica(n=5). Diferentes superindices en la

misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).

4.2.2.4. Viabilidad e integridad del acrosoma determinada mediante citometria de

flujo

La integridad de las membranas plasmatica y acrosémica ha sido evaluada

mediante marcaje con los fluorocromos PI-Fitc-PSA.
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Grafica 4.25 - Porcentaje de espermatozoides segun la viabilidad e integridad del
acrosoma (TO0)

%
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Tras la descongelacion (TO) el diluyente que menor numero de espermatozoides
muertos con acrosoma dafiado (PI'PSA") presentd fue el V (p=0,018), seguido del VI.
Tras 1h30’ (T1:30) de incubacion no se observaron diferencias significativas entre los
distintos diluyentes. En cuanto al mantenimiento de la integridad de la membrana
plasmética y del acrosoma (PI'PSA), han existido diferencias estadisticamente
significativas en TO (p=0,014), el diluyente V con mayor numero de espermatozoides
vivos y acrosoma intacto versus los demas. A T1:30 no se observaron diferencias
significativas.

No existieron diferencias significativas en el porcentaje de espermatozoides
muertos con acrosoma intacto, pero si en los vivos con acrosoma reaccionado o dafiado
por el proceso de congelacién-descongelacién (diluyentes Il y IV con mayor porcentaje)
en ambos tiempos estudiados (p<0,001 y 0,05, respectivamente). El porcentaje de células
vivas (PI-) resulta con diferencias casi significativas (p=0,06) entre el diluyente V y los

demas a TO.

Tabla 4.36 - Porcentaje de espermatozoides en relacion con su viabilidad y estado
acrosomal, en funcion de la preservacion de sus membranas

PI+PSA+ PI+PSA- PI-PSA- PI-PSA+ TOTAL PI-

Diluyente|  1q T130 | TOo | T130 TO T1:30 TO | T1:30 TO T1:30
[ 44,8+52" | 42,649,1 |15,9+3,5|22,8+13,4|36,5+12,1%| 30,3+12,9 | 2,1+ 1,0%| 2,8+2,2%° | 38,62+11,9 |33,1+12,5
I 44,7+11,7° |46,1+10,6|15,9+4,2| 20,5+3,6 |36,1+11,9%| 28,8+11,9 | 2,2+ 0,8%| 3,0+0,8%° | 38,3+13,3 |[31,8+11,6
1T 51,6+19,3" |53,8+19,4|13,2+6,4| 14,4+6,8 |28,7+14,3%| 25,9+19,2 6,3+ 1,9°| 4,7+2,* | 35,0+15,6 |30,6+18,7
v 47,2+7,7° | 46,3+8,8 |18,6+0,6| 22,7+4,3 | 27,5+8,6° | 26,4+7,9 |5,7+2,2°| 3,1+1,4°° | 33,2+7,4 | 29,5+8,7

\% 27,0£5,9° | 33,6+5,3 |16,3+4,0| 21,0+3,5 |55,4+10,9°| 43,3+6,6 |1,2+0,6%| 1,5+1° | 56,9+10,7 | 44,846,7
Vi 37,246,3% | 41,246,2 |22,2+4,9| 24,7+6,1 |37,8+11,0°| 31,2+9,6 |2,0+0,9°| 2,0+0,1% | 39,9+10,9 |33,3+10,1
P 0,018 ns ns ns 0,014 ns <0,001 0,05 0,06>0,05 ns

Media(%)+Desviacion tipica (n=5). ns- no significativo. Diferentes superindices en la misma
columna indican diferencias significativas (p<0,05).
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4.2.2.5. Porcentaje de espermatozoides vivos mediante tincidon con eosina-azul de

anilina

El mayor porcentaje de espermatozoides vivos, en ambos tiempos analizados, fué
observado en los espermatozoides que habian sido previamente congelados con el
diluyente V; sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas

con los demas grupos (p=0,094>0,05 a TO).

Grafica 4.26 - Espermatozoides vivos Tabla 4.37 - Espermatozoides vivos

. Vivos- Eosina AA (%
% Diluyente (%)
5 T O* T 1:30
. I 44,00+11,28 31,40+10,98
g | - Il 43,60+11,90 38,00+10,18
on 11} 40,00+15,30 38,60+15,33
40 an
v 39,60+7,06 35,20+8,01
30 -+ [~ 1\
b | ov \Y 61,40+8,68 51,10+5,73
) s Vi 45,80+9,66 39,40+9,09
; p 0,094>0,05 ns

To T1:30 Media (%)+Desviacion tipica (n=5). ns- no significativo.

4.2.2.6. Correlaciones entre los parametros evaluados

a. Motilidad visual y computerizada

Han existido correlaciones altas y significativas entre la MTV y la MTcompt

(determinada por analizador computerizado) y entre MTcompt y MPcompt.

Tabla 4.38 - Coeficientes de correlacion entre MTV y MTcompt

MTV con MT TO TO:30 T1 T1:30 T2 T2:30
n 30 30 30 29 26 19
r 0,906* 0,909* 0,915* 0,942* 0,956** 0,901*

Tabla 4.39 - Coeficiente de correlacién entre MT compt y MP compt

MT con MP TO T0:30 T1 T1:30 T2 T2:30
n 30 30 30 28 25 17
r 0,934* 0,961* 0,972* 0,948* 0,975* 0,955*

*Correlacion significativa al nivel 0,01** Correlacién significativa al nivel 0,05
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b. Vivos determinados por eosina-azul anilinay por citometria de flujo

La correlacion entre los porcentajes de células vivas obtenidos por citometria de flujo

y por eosina-azul de anilina fue elevada y significativa en ambos los tiempos analizados.

Tabla 4.40 - Coeficientes de correlacion entre % vivos obtenidos por CF
y % vivos obtenidas por E-AA

TO Vivos (eosina) T1:30 Vivos (eosina)

Vivos (PI-) 0,992* Vivos (PI-) 0,986*

*Correlacion significativas al nivel 0,01; n=30
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4.3. Experimento 3. Interrelaciones entre la evaluacién de la funcionalidad
espermatica mediante marcaje con Rodamina-Pl y los parametros clasicos de

evaluacién de la calidad espermaética

En este experimento se examinO la interrelacion entre las evaluaciones por
citometria de flujo de la calidad espermatica utilizando marcadores de viabilidad y
funcionalidad mitocondrial (Pl asociado a la Rodamina 123) y los parametros de calidad

espermatica utilizados por rutina.

4.3.1. Caracteristicas del semen fresco

Para la realizacion de este Tabla 4.41 - Caracteristicas de los pools frescos
experimento hemos procesado 10 Parametro Media
eyaculados provenientes de 8 perros, Volumen (mL) 2,03+1,27
agrupados de 2 en 2 para constituir 5 pools; Motilidad total (%) 84,30+4.04
cada uno de los cuales fue dividido en 3 Motilidad progesiva (%) 7710+ 2,10
alicuotas para obtener los estados de Concentracién (x10°) 485,41+91 56
muestra viva, muestra muerta y muestra Morfologia normal (%) 87 504530
50% viva-50% muerta. Media + desviacion tipica (n=5)

4.3.2. Caracteristicas de las distintas alicuotas en funcién de su motilidad y de las

tinciones realizadas para observar su vitalidad y su estado mitocondrial

Hemos realizado un marcaje de cada alicuota con los fluorocromos PI, Rodamina y
su asociacion, evaluadas por citometria de flujo; asi como, el examen visual de la
motilidad y la vitalidad (% de células vivas) mediante tincidbn con eosina-nigrosina. Los
analisis de citometria de flujo evidencian que las muestras de semen 100% muestra viva
presentan elevados porcentajes de membranas plasméaticas intactas y mitocondrias
funcionales y a su vez, reducidos porcentajes de espermatozoides muertos con
mitocondrias no funcionales. Lo inverso ocurre con muestras de semen 100% muestra
muerta (Tabla 4.42).
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4.3.2.1. Caracteristicas de motilidad, viabilidad y de actividad mitocondrial segun

las tinciones realizadas (ANOVA)

El estado de las muestras espermaticas supone diferencias altamente
significativas para los distintos tipos de tincion realizada y la motilidad visual (Tabla 4.43);
habiendo solo semejanzas para R*PI" y para R'PI” entre muestra viva y muestra mezcla al
50% de vivos y muertos.

Tabla 4.42 - Caracteristicas de motilidad, viabilidad y actividad mitocondrial

Estado de Motilidad Eosina-aa PI R123 R123/PI

las
+ - + - PI* PI R123" R123 | RPI" R'PI" RPI R'PI

muestras
73,00+ 27,00+ | 21,60+ 78,40+ | 22,50+ 77,52+ | 79,82+ 20,10+ | 19,74+ 1,14+ 1,87+ 77,25+

0,
100%V | 574 274° | 241°  241° | 205  205° | 037° 042° | 198° 047 069" 1,75

50% V+ | 39,00+ 61,00+ | 49,70+ 50,30+ | 48,84+ 51,16+ | 48,53+ 51,44+ | 48,31+ 0,83+ 2,89+ 47,88+
50% M 224" 237° | 286" 286" | 1,60° 160" | 352° 339" | 2,85° 055" 1,31® 1,98°

100% M 0,50+ 99,60+ | 92,50+ 7,50+ | 92,14+ 7,98+ | 1,38+ 98,63+ 93,86+ 0,17+ 5,07+ 0,87%
0,58  0,58° 0,87° 0,87° 1,15° 1,24° 1,34° 1,34° 1,11° 0,14* 212" 0,97°

p <0,001 <0,001 | <0,001 <0,001 | <0,001 <0,001 | <0,001 <0,001 | <0,001 0,010 0,015 <0,001

Media(%) + desviacion tipica (*n=5); V-vivos, M-muertos. Diferentes superindices en la misma
columna indican diferencias significativas (p<0,05).

La comparacion de la lectura del citbmetro (C) y de la lectura visual por medio de
microscopio de fluorescencia (F) fue realizada en alicuotas con 50% de muestra viva y
50% de muestra muerta (Tabla 4.43).

Tabla 4.43 - Porcentaje de células tefiidas con marcadores fluorescentes segun
recuento por citometria (C) y por fluorescencia

R123-PI+ C R123-Pl+ F R123+ Pl+ C R123+ Pl+ F R123-PI-C R123-PI-F R123+PI-C R123+PI-F

50% V+
48,31+2,85 49,2+2,77 0,83+0,55 1,00+0,71 2,89+1,31 1,20+0,84 47,88+1,98 48,60+2,07
50% M

Media(%) + desviacion tipica (*n=5); V-vivos, M-muertos

4.3.2.2. Dot-plots e histogramas

La fluorescencia verde (R123) fue capturada en el sensor FL-1, mientras que la
fluorescencia roja (PI) fue capturada en el sensor FL-3. En todas las muestras han sido
obtenidos “dot-plots”, que nos indican la distribucion relativa de las distintas poblaciones

para FL-1y FL-3 e histogramas para FL1.
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Los histogramas para FL1 representan la distribucion de la intensidad de
fluorescencia para la poblacién con fluorescencia verde en unidades arbitrarias y de la
poblacion con ausencia de dicha fluorescencia. En el histograma el eje horizontal
representa la intensidad de fluorescencia de R123, mientras que el eje vertical representa

los eventos o células contadas, también en unidades arbitrarias.

Las regiones de los dot-plots que definen sub-poblaciones de espermatozoides
han sido establecidas utilizando muestras individuales que han resultado positivas o
negativas para Pl y R123, como quedd expuesto en el capitulo de Material y Métodos. Si
con la tincion sencilla con Pl o con R123 se obtienen 2 poblaciones distintas, PI* (R2) y
Pl (R3) 0 R123" (R5) y R123 (R4), respectivamente; recordamos que con la doble tincion
de los espermatozoides R123-Pl son identificadas 4 poblaciones en los cuadrantes del

dot-plot:

PI"R123" -células muertas con actividad mitocondrial minima (Cuadrante R2)
PI"R123" -células muertas con actividad mitocondrial maxima (Cuadrante R3)
PI'R123" -células vivas con actividad mitocondrial minima (Cuadrante R4)

PI'R123" -células vivas con actividad mitocondrial maxima (Cuadrante R5)

4.3.2.3. Intensidad de fluorescencia de los fluorocromos en la tincién Rodamina-PI

La siguiente tabla presenta las diferencias estadisticas para la intensidad de
fluorescencia de las tinciones realizadas en las distintas alicuotas segun los distintos

estatus celulares; habiendo solo semejanzas para la intensidad baja de rodamina (R123).

Como se puede observar en la tabla 4.44, tanto las poblaciones R123 negativas
como las PI- presentan alguna intensidad de fluorescencia, 1o que puede atribuirse a que
las células presenten una baja intensidad, a la intensidad de tincién del diluyente o bien a
la presencia de restos celulares que puedan haberse tefiido con uno u otro marcador

fluorescente.
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Tabla 4.44 - Intensidad obtenida (unidades arbitrarias) para el fluorocromo

en la tincion con R123, Ply R123-PI

Intensidad de rodamina (eje x; FL1) Intensidad de PI (eje Y; FL3)
R123+ muertos 616,56+1,45% muertos 1722,40+11,61%°
(R5) mezcla 850,55+17,66° Pl+ mezcla 1794,2135,80%
vivos 962,54+48,35° (R2) Vivos 1661,89+104,44%
p <0,001 p 0,022
R123 muertos 49,18+1,70 muertos 19,20+3,60°
(R4) mezcla 59,06+11,51 PI- mezcla 62.14’:1.93b
vivos 57,96+8,10 (R3) Vivos 64,54+104,44°
p 0,155 p <0,001
PI+R123 muertos 52,6018,88a PI+R123 muertos 1740,82149,48ID
(R2) mezcla 74,55+10,82 (R2) mezcla 1723,60+59,48"
Vivos 58,93+5,85" vivos 1660,11+91,67%
P 0,005 p <0,001
PlsR1p3s | Muertos 516,56+1,45% PLR123+ muertos 1772,40+11,61°
(R3) mezcla 774,48+77,84° R3) mezcla 1596,93+138,88"
vivos 754,43+91,28" vivos 1222,40+139,91°
p <0,001 p 0,003
PLR123 muertos 26,78+1,93% PLR123 muertos 24,52+1,41%
mezcla 34,741r2,49b mezcla 31,6113,47a
(R4) ) (R4) b
Vivos 37,74+4,59 Vivos 47,46+8,63
p <0,001 p <0,001
PLR123+ muertos 548,81+73,81% PLR123+ muertos 60,51+7,02°
(R5) mezcla 893,90127,16:: (R5) mezcla 24,90i3,48:
vivos 934,52+99,00 vivos 20,01+8,29
p <0,001 p <0,001

Los histogramas representan la intensidad (en unidades arbitrarias) con la que los
fluorocromos marcan las células. Estos datos de intensidad se refieren a los que se
abilizan en el eje X ((FL1) relacionado con la tincion verde positiva 0 negativa a rodamina
123 (Fig. 4.1)) o bien, a los que se contabilizan en el eje Y ((FL3) relativo a la
fluorescencia roja por la tincion positiva o negativa correspondiente a Pl). Asi, la

intensidad RH+ en FL1 para una doble tincidn incluye tanto a las células PI+RH+ como a

Media(%) + desviacion tipica (n=5). Diferentes superindices en la misma
columna indican diferencias significativas (p<0,05).)

las células PI-RH+.
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Figura 4.1 - Histogramas de alicuotas diferentes de 50% muestra viva y 50% muerta. Imagen izda: tefiido con PI;
imagen central: tefiida con R123; imagen dcha.: tefiido con Ply con R123.

180




Resultados

4.3.3. Correlaciones

La proporcion de espermatozoides en funcion del estado de la membrana
plasmatica y de la presencia o0 ausencia de la actividad mitocondrial ha sido
correlacionada con el porcentaje de motilidad y de vitalidad mediante la coloracion

eosina-nigrosina (Tablas 4.45, 4.46 y 4.47).

Tabla 4.45 - Coeficientes de correlacion entre células vivas, con actividad mitocondrial maxima y mdtiles,
para la totalidad de células estudiadas e independientemente del estado de viabilidad de las muestras

Total células PI- R123+ R123+ PI- Vivos-eosina Motiles
PI- 0,997** 0,998** 0,999** 0,992**
R123+ 0,997** 0,998** 0,994** 0,993**
R123+ PI- 0,998** 0,998** 0,997 ** 0,995**
Vivos-eosina 0,999** 0,994+ 0,997** 0,994**
Métiles 0,992** 0,993** 0,995** 0,994**

n 15 15 15 15 15

**Correlacion significativa para p<0,01

Tabla 4.46 - Coeficientes de correlacion entre células muertas, con actividad mitocondrial minima y estaticas,
para la totalidad de células estudiadas e independientemente del estado de viabilidad de las muestras

Total células Pl+ R123- R123-PI+ Muertos eosina  Estaticos
Pl+ 0,997 ** 0,996 ** 0,999 ** 0,992 **
R123- 0,997 ** 0,998 ** 0,994 ** 0,993 **
Pl+ 0,996 ** 0,998 ** 0,994 ** 0,994 **
Muertos Eosina 0,999 ** 0,994 ** 0,994 ** 0,994 **
Estaticos 0,992 ** 0,993 ** 0,994 ** 0,994 **

n 15 15 15 15 15

**Correlacion significativa para p<0,01

Tabla 4.47- Coeficientes de correlacion entre la ausencia de vitalidad y de actividad mitocondrial
minima en el grupo de muestras 100% muestra muerta

100% M PI+ R123- R123- PI+
Pl+ -995* -998**
R123- -995** 998**
R123-Pl+ -998** 998**
n 5 5 5

**Correlacion significativa para p<0,01

Las correlaciones entre la lectura por microscopia de fluorescencia (F) y por
citometria de flujo (C) valorado en las alicuotas 50% vivas y 50% muertas para los

distintos patrones de tincion son elevadas y altamente significativas (Tabla 4.48).
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Tabla 4.48 - Coeficientes de correlacion obtenidos entre la lectura por citometria (C) y fluorescencia (F)

182

R123-PI" C | R123-Pl+F
R123-PI+ C 0,998
R123-PI+ F 0,998 R123+PI+ C | R123+PI+ F
R123+PI+ C 0,996
R123+PI+ F 0,996 R123-PI-C | R123-PI- F
R123-PI- C 0,880
R123-PI- F 0,880 R123+PI- C | R123+PI- F
R123+PI- C 0,996
R123+PI- F 0,996
n 5 5 5 5 5 5 5 5
Correlacion significativa para p<0,01
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4.4. Experimento 4. Efectos de la suplementacién del diluyente de congelacién

Uppsala-Equex con los aminoacidos taurina e hipotaurina

4.4.1. Experimento 4.1. Efectos en la motilidad, longevidad, viabilidad, integridad

del acrosomay actividad mitocondrial del espermatozoide descongelado

Estudiamos el efecto de la adicién de los aminoacidos taurina o hipotaurina, en

distintas proporciones, al diluyente Uppsala-Equex Il dado que con €l se obtuvieron los

mejores resultados en el experimento 2.

4.4.1.1. Caracteristicas de los pools frescos

En este experimento se procesaron 15 eyaculados agrupados en 5 pools. Las

caracteristicas de los pools de semen fresco se encuentran en la siguiente tabla:

Tabla 4.49 - Caracteristicas de los pools frescos

Parametro Media
Volumen (mL) 2,92+0,48
Motilidad total (%) 85,00+3,78
Motilidad progresiva (%) 77,00£1,59
Concentracion (x10°) 469,82+115,70
Morfologia normal (%) 89,00+6,60

MediatDesviacion tipica (n=5)

4.4.1.2. Caracteristicas tras la descongelacién- comparacion de las distintas

concentraciones de Taurina e Hipotaurina

Para el analisis de las caracteristicas postdescongelacion de la motilidad hemos
descongelado una pajuela de cada diluyente. A continuacion, alicuotas de cada pajuela
han sido analizadas visualmente y por el analizador computerizado, inmediatamente tras
la descongelacion y a intervalos de 30 minutos durante su incubacion en bafio maria a
38°C.

La integridad postdescongelacion de las membranas plasmatica y acrosomal ha
sido evaluada, tras descongelar otra pajuela por diluyente, mediante citometria de flujo y
marcaje con los fluorocromos PI/Fitc-PSA a tiempo 0 y tras 1h:30’ de incubacién a 38°C.
La actividad mitocondrial también fue evaluada en los mismos momentos mediante
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citometria de flujo tras marcaje con PI-Rodamina; ademas, se tomaron de nuevo valores

de la motilidad visual -para intentar constatar la posible relacién entre ésta, las células

vivas que mostraban tincion positiva con rodamina y con eosina-azul de anilina.

Los resultados obtenidos fueron comparados mediante ANOVA 'y prueba post hoc

de comparaciones multiples de Duncan). Los nombres de los diluyentes seran

abreviados, para facilitacion en las tablas y graficos (Tabla 4.50).

Tabla 4.50 - Diluyentes de congelacion utilizados en el experimento 4

Diluyentes de congelacion

Abreviatura

N o o b~ W N P

. Uppsala-Equex Il (Control)

. Uppsala-Equex Il + 25 mM Taurina

. Uppsala-Equex Il + 50 mM Taurina

. Uppsala-Equex Il + 75 mM Taurina

. Uppsala-Equex Il + 25 mM Hipotaurina
. Uppsala-Equex Il + 50 mM Hipotaurina
. Uppsala-Equex Il + 75 mM Hipotaurina

UE
UE 25T
UE 50T
UE 75T
UE 25H
UE 50H
UE 75H

44.1.2.1. Efectos de los aminoacidos en la motilidad

4.4.1.2.1.1. Estimacién subjetiva de la motilidad espermética

a. Motilidad total visual (MTV)

80 -

Grafica 4.27 - Motilidad total visual
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No se han observado diferencias significativas en la motilidad total visual de los

distintos diluyentes en los momentos evaluados.

Tabla 4.51 - Motilidad total visual

MTV 0 MTV 0:30 MTV 1 MTV 1:30 MTV 2 MTV 2:30 MTV 3 MTV 3:30
UE 73,00£2,74 | 68,00£7,58 | 54,00+25,84 | 60,00+10,00 | 55,00+5,00 | 55,00+5,00 36,67+23,63 50,00+7,07(n=2)
UE 25T | 69,00+£7,42 | 66,00+4,18 | 57,00+10,37 | 46,00+19,81 | 42,50+25,98 | 50,00+13,23 35,00+22,91 40,00£28,28(n=2)
UE 50T | 70,00+6,12 | 69,00+5,48 | 67,00+6,71 | 60,00+12,25 | 53,00+20,49 | 41,00+19,17 32,50+23,98 15,00+0,00(n=2)
UE 75T | 72,0045,70 | 68,00+4,47 | 61,00+9,62 | 57,00+12,55 | 61,25+2,50 | 55,00+7,07 46,25+2,50 31,25+11,09
UE 25H | 64,00+£7,42 | 65,00+7,91 | 49,00+20,74 | 53,75+11,09 | 42,50+9,57 | 35,00+8,66 | 32,50+10,61(n=2) | 27,50+£17,68(n=2)
UE 50H | 66,00+9,62 |62,00+10,37 | 55,00+23,18 | 60,00+7,07 | 55,00+9,13 | 48,75+17,97 38,75+21,75 38,33+25,66
UE 75H | 71,0048,94 | 66,00+10,84 | 65,00+11,73 | 59,00+17,46 | 52,00+24,14 | 42,60+23,00 32,75+22,14 28,33+25,17

Media (%) + Desviacion tipica

4.4.1.2.1.2. Analisis computerizado de la motilidad (CASA)

Ninguno

de

los parametros estudiados mediante andlisis

informatico ha

presentado diferencias significativas entre diluyentes, con excepcion del parametro ALH.

a. Motilidad total (MT) y progresiva (MP)

Gréfica 4.28 - Motilidad total

Gréfica 4.29 - Motilidad progresiva
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Tabla 4.52 - Motilidad total
MT 0 MT 0:30 MT 1 MT 1:30 MT 2 MT 2:30 MT 3 MT 3:30
UE 80,48+6,07 | 75,86+6,54 | 52,90+29,99 | 57,13+21,11 | 71,80+8,58 | 65,13+15,75 55,57+9,24 64,65+6,72(n=2)
UE 25T| 76,08+5,35 76,9816,99 | 58,24+21,26 | 58,76+26,13 59,70+6,22 | 53,37+£16,55 39,97+29,73 46,85+41,51(n=2)
UE 50T| 81,8246,18 | 79,24+5,69 | 71,92+13,12 | 65,84+16,21 | 59,74+19,54 | 39,02+23,95 | 35,03+27,81 16,25+6,72(n=2)
UE 75T| 76,20+9,64 74,60+6,48 | 66,48+24,28 | 58,96+20,90 | 68,75+10,18 | 53,18+13,28 49,48+11,48 29,18+14,21
UE 25H| 73,16+10,89 | 68,90+11,78 | 57,50+30,22 | 61,00+14,61 | 50,88+19,28 | 38,87+9,53 |[43,10+30,26(n=2) | 21,85+12,23(n=2)
UE 50H| 70,44+19,85 | 65,48+17,85 | 55,38+27,18 | 65,60+18,11 | 62,90+14,36 | 54,73+21,95 38,65+26,12 43,27+33,55
UE 75H| 74,74+8,75 | 68,34+10,53 | 69,36+10,97 | 59,34+18,28 | 56,12+24,41 | 45,46+25,78 31,70+£20,98 27,37+25,99

Media (%) + Desviacion tipica
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Tabla 4.53 - Motilidad progresiva

MP O MP 0:30 MP 1 MP 1:30 MP 2 MP 2:30 MP 3 MP 3:30
UE 67,6616,75 | 59,94+11,31 | 39,86+29,1 | 46,43+16,69 | 58,00£3,93 | 47,03+13,62 41,3048,61 43,50£15,42(n=2)
UE 25T| 58,68+5,32 | 57,40+5,49 | 42,70+15,83 | 39,08+30,05 | 45,13+14,32 | 36,33+25,75 27,77+21,20 31,95+35,29(n=2)
UE 50T| 66,40+4,76 | 65,68+4,13 | 57,48+10,81 | 48,24+18,90 | 45,36+16,94 | 28,10+21,29 20,83+23,21 1,55+0,21(n=2)
UE 75T| 60,74+9,65 | 60,16+6,69 | 54,88+20,48 | 45,36+19,68 | 53,15+6,58 | 42,25+12,22 31,55+8,45 17,75+11,84
UE 25H| 58,74+11,12 | 54,28+15,39 | 43,68+25,25 | 43,60+11,11 | 30,95+21,93 | 22,7+15,10 | 35,25+23,12(n=2) | 17,95+10,82(n=2)
UE 50H| 53,98+18,32 | 53,58+14,99 | 43,40+24,94 | 52,33+19,80 | 49,38+14,13 | 42,48+25,97 29,68+24,86 34,83+30,17
UE 75H| 62,44+7,27 | 53,86+16,48 | 53,06+9,70 | 46,8+19,40 | 39,58+20,93 | 32,12+18,68 21,45+19,71 19,47+22,97
Media (%) + Desviacion tipica
b. Velocidad curvilinea (VCL) y Velocidad rectilinea (VSL)
Gréfica 4.30 - Velocidad curvilinea Gréfica 4.31 - Velocidad rectilinea
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Tabla 4.54 - Velocidad curvilinea
VCL 0 VCL 0:30 VCL 1 VCL 1:30 VCL 2 VCL 2:30 VCL 3 VCL 3:30
UE 140,62+6,10 |137,46210,89 | 105,54+41,06 | 118,20+9,01 | 127,87+6,20 | 110,43+6,70 | 118,60+14,08 | 111,65+1,91(n=2)
UE 25T|127,26+14,41 | 125,10+9,07 | 117,38+7,97 | 88,64+49,60 |110,93+27,26 | 97,27+45,33 | 96,40£29,72 |107,15+13,79(n=2)
UE 50T|137,94+12,89 | 136,48+6,96 |134,74+17,19 | 123,18+38,88 | 118,84+25,48 | 98,98+20,37 | 86,55+35,64 | 39,65+5,87(n=2)
UE 75T 138,38+21,79 | 142,30+22,53 | 131,42+21,56 | 123,12+37,70 | 132,50+6,39 | 132,48+10,60| 108,48+28,69 98,65+32,19
UE 25H| 129,10+7,56 | 131,485,54 |120,90+25,71 | 116,28+7,40 | 93,85+31,09 | 96,87+46,39 [121,20+1,13(n=2) 125,85+9,55(n=2)
UE 50H| 121,44+4,69 | 136,82+7,04 | 120,26+31,4 | 140,95+6,95 |137,70+15,03 | 119,70+40,62 | 109,43+51,78 122,47+22,65
UE 75H| 135,30+3,95 |123,36+19,45 | 129,86+10,70 | 128,02+14,27 | 122,32+16,10 | 111,30+27,42 | 96,70+40,81 92,30455,06
Media(um/s) + Desviacién tipica
Tabla 4.55 - Velocidad rectilinea
VSL 0 VSL 0:30 VSL 1 VSL 1:30 VSL 2 VSL 2:30 VSL 3 VSL 3:30
UE 118,94+8,95 | 107,40£15,81 | 78,98+37,22 | 84,77+9,73 | 94,430,95 | 73,607,35 78,73+78,73 69,15+1,91(n=2)
UE 25T|106,34£16,19| 97,82+10,53 | 83,78+12,07 | 61,94+42,81 | 73,97+29,64 | 64,10+37,68 |  65,90+28,91 70,65+26,52(n=2)
UE 50T|115,68+11,20| 109,44+9,60 |106,86+24,31 | 90,42+38,07 | 81,86+28,67 | 61,16+19,92 |  56,00+28,22 18,3+5,23(n=2)
UE 75T|114,50+21,45| 114,56+20,32 | 101,54+22,16 | 91,76+30,75 | 96,18+10,29 | 98,53+16,38 |  72,45+25,47 65,65+26,49
UE 25H| 108,44+9,12 | 108,34+6,98 | 93,90+22,56 |83,33+13,72 | 69,20+33,02 | 73,83+46,27 | 106,25+3,89(n=2) | 98,45+17,89(n=2)
UE 50H| 100,48+7,02 | 107,04+9,15 | 87,60+23,85 | 100,68+16,9 | 95,75+22,78 | 84,20£35,00 |  73,63+38,01 82,77+17,93
UE 75H| 112,28+8,44 | 95,16+19,89 | 94,52+12,22 |92,34+10,00 | 77,82+26,26 | 75,00£18,77 |  67,25+31,27 62,00+45,05

Media(um/s) + Desviacion tipica
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140

c) Velocidad promedio (VAP) e indice de linearidad (LIN)

Grafica 4.32 - Velocidad promedio
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Gréfica 4.33 - indice de linearidad
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Tabla 4.56 - Velocidad promedio
VAP 0 VAP 0:30 VAP 1 VAP 1:30 VAP 2 VAP 2:30 VAP 3 VAP 3:30
UE 126,66+7,63 [117,58+11,30| 86,94+36,78 | 94,43+9,09 | 102,33+1,37 | 81,937,40 8,00+11,53 79,25+0,35(n=2)
UE 25T | 113,30+15,30 | 106,44+9,30 | 93,64+9,34 | 68,98+43,71 | 82,23+30,13 | 71,63+38,86 |  72,60+28,87 78,65+23,83(n=2)
UE 50T| 123,92+12,50 | 117,00+8,35 |114,00+£22,18| 98,00+37,66 | 90,08+29,58 | 68,02+19,73 |  62,30+27,72 25,35+7,28(n=2)
UE 75T | 122,76+21,90 |124,24+22,11|109,80+24,18|101,16+33,70|106,18+10,68106,43+16,38|  82,08+25,86 75,58+27,73
EU 25H| 115,58+9,90 | 115,28+6,22 [101,86£22,86| 92,95+10,83 | 77,58+29,45 | 81,37+46,34 | 107,55+1,34(n=2) | 106,50+17,40(n=2)
EU 50H| 107,72+5,83 | 115,16+8,66 | 97,78+23,06 |111,55+12,52|105,90+18,27| 91,90+33,92 |  80,38+40,23 90,97+17,65
EU 75H| 119,44+5,83 |102,40+19,68|103,52+11,34| 99,84+10,05 | 85,78+28,20 | 84,10+21,41 |  74,43+33,98 70,40+47,67
Media (%) + Desviacion tipica
Tabla 4.57 - indice de linearidad
LIN O LIN 0:30 LIN 1 LIN 1:30 LIN 2 LIN 2:30 LIN 3 LIN 3:30
UE 84,5042,95 | 77,92+7,21 | 73,24+9,13 | 71,73+590 | 73,97+4,36 | 66,53%3,61 66,30£3,55 61,95+0,63(n=2)
UE 25T | 83,28+3,86 | 78,52+5,94 | 71,28+8,07 | 63,54+15,82 | 64,97+15,65 | 61,83+16,72 | 66,33+12,19 | 64,90+16,40(n=2)
UE 50T |75,88+17,10 | 80,12+4,56 | 78,54+9,11 | 72,04+10,46 | 67,78+11,73 | 60,90+8,23 62,93+12,55 45,806,36(n=2)
UE 75T | 82,48+3,80 | 80,42+4,07 | 78,30+3,43 | 73,96+4,30 | 72,53+550 | 74,05+6,92 65,58+8,49 64,63+9,83
UE 25H | 83,94+3,66 | 82,38+3,03 | 77,50+6,65 | 71,53+9,49 | 70,58+16,31 | 70,13+19,67 | 84,302,26(n=2) | 77,958,27(n=2)
UE 50H | 82,66%2,71 | 78,24%5,39 | 73,04+8,99 | 71,25£9,29 | 68,80£9,15 | 68,138,88 64,58+10,56 67,30£2,44
UE 75H | 82,92+4,65 | 76,8£7,25 | 72,72+¢6,57 | 72,22+4,98 | 68,825,64 | 67,28+3,66 68,8+6,11 62,37+16,08

Media (%) + Desviacion tipica

d) Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH)

Para este pardmetro existieron diferencias estadisticamente significativas a las 2h,

en las que el diluyente UE 25H presentd valores significativamente inferiores a los

demas.
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Grafica 4.34 - Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza
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Tabla 4.58 - Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza
ALHO |ALHO0:30| ALH1 |ALH1:30 ALH 2* ALH 2:30 ALH 3 ALH 3:30
UE 3,18£0,19 | 3,84:0,43 | 3,42+1,04 | 3,87+0,35 | 4,07:0,25° 4.3740,12° 4,600,36 4,75:0,07(n=2)
UE 25T | 3,24:0,10 | 3,66+0,34 | 4,040,558 | 3,26£1,23 | 4,10+0,85" 3,9740,46%° 3,7740,76 5,25¢1,63(n=2)
UE 50T | 3,20+0,19 | 3,58+0,37 | 3,86+0,59 | 4,02+0,50 4,2610,58b 4,4810,43b 4,08+0,76 3,70+0,57(n=2)
UE 75T | 3,30£0,37 | 36043 | 3,80:041 | 376:0,69 | 4,23:0,45° 4,3:0,48% 4,130,73 3,63£0,80
UE 25H | 3,16:0,29 | 3,48+0,30 | 3,72+0,63 | 4,18+0,83 | 3,15+075" 3,40£0,40° 3,05£0,358(n=2) | 3,500,71(n=2)
UE 50H | 3,18£0,18 | 3,90+0,42 | 3,66£1,65 | 4,48£0,90 | 4,75+0,40° 4,25+0,47° 4,10+1,03 4,40%0,46
UE 75H | 3,38+0,29 | 3,88+0,38 | 4,14+0,34 | 4,46+0,56 4,4210,40b 4,3610,50b 4,33+0,39 4,200,71(n=2)
p ns ns ns ns 0,021 0,07>0,05 ns ns

Media(pum/s)tDesviacion tipica. ns- no significativo. * Diferentes superindices en la misma

columna indican diferencias significativas (p<0,05).

4.4.1.2.2. Efectos de los aminoacidos en la longevidad de la motilidad post-

descongelacién

Grafica 4.35- Duracion de la longevidad post-descongelacion
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Tabla 4.59 - Duracion de la longevidad post-

descongelacién

Duracion (min)

UE 25T
UE 50T
UE 75T
UE 25H
UE 50H
UE 75H

UE (Control)

198
210
216
246
216
240
258

Media (min) +Desviacion tipica
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Los diluyentes con aminoacidos tienden a presentar longevidades gradualmente

mas largas, pero las diferencias no han sido estadisticamente significativas.

4.4.1.2.3. Efectos de los amino&cidos en la viabilidad e integridad del acrosoma

determinada mediante citometria de flujo

Cada pajuela fue diluida vol:vol en PBS y tras 5min en equilibrio, se tomé una

muestra para tincién a TO y posteriormente otra muestra para tinciéon a T1:30.

Pese a la existencia de algunas diferencias aparentes entre los distintos
diluyentes, que parecen sugerir algun efecto protector de los aminoacidos en TO, no se
han encontrado diferencias significativas en el porcentaje de espermatozoides vivos con
acrosoma intacto (PI'lPSA’) y muertos con el acrosoma dafiado (indicativo de reaccion

acrosomica por degeneracion celular, PI'PSA") en ambos los momentos analizados.

Sin embargo, han existido diferencias en el porcentaje de espermatozoides vivos
con acrosoma dafiado (indicativo de la reaccién acrosémica verdadera o espontanea, PI’
PSA™) a pesar del bajo niumero de células que reaccionan, entre 0,47 y 10; en ambos
momentos analizados, el diluyente UE 50H presenta porcentajes significativamente

superiores a los demas (p<0,001), que no tienen diferencias entre ellos.

Grafica 4.36 - Viabilidad e integridad acrosomal (T0) Grafica 4.37 - Viabilidad e integridad acrosomal (T1:30)
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Tabla 4.60 - Resultados tras marcaje con PI-PSA (TO y T1:30): células muertas

B PI'PSA PI'PSA*
TO0* T1:30 T0 T1:30

UE 20,87+3,50 19,1746,69 29,7618,76 23,74+7,44
UE 25T 11,0743,77 12,2045,12 25,0026,71 22,82+11,13
UE 50T 21,97+13,9 17,03£11,47 25,78%6,90 23,52+15,24
UE 75T 9,33+2,97 12,22+4,06 19,11+8,07 25,40+11,49
UE 25H 10,05+5,17 16,50+5,99 21,6443,74 20,18+7,10
UE 50H 12,3946,29 17,4415,93 24,4012,24 28,02+14,20
UE 75H 18,78+12,50 21,24+14,6 27,04%8,90 26,21+5,86
p 0,064>0,05 ns ns ns

Media(%)+Desviacion tipica (n=5). ns- no significativo.

Tabla 4.61 - Resultados tras marcaje con PI-PSA (TO y T1:30): células vivas

Diluyentes PI'PSA PIPSA* Total PI~
TO T1:30 TO T1:30 T0 T1:30

UE 48,27+11,46 56,03+13,25 1,08+0,57% 1,06+0,52% 49,37+11,38 57,01+13,12
UE 25T 62,80+27,40 62,49+15,91 1,13+0,94% 2,49+0,94% 65,93+23,55 64,97+15,25
UE 50T 49,17+18,49 57,16+21,27 3,08+1,21% 2,29+1,29% 52,24+19,62 59,45+21,11
UE 75T 69,64+7,49 60,60+11,94 1,93+0,81% 1,77+0,86% 71,57+6,95 62,37+11,15
UE 25H 65,06+4,68 60,64+9,21 3,25+2,30° 2,68+2,02% 68,31+6,15 63,32+9,13
UE 50H 57,27+17,80 47,99+18,42 5,93+2,76" 6,54+3,02° 63,21+18,20 54,54+19,73
UE 75H 52,36+20,58 49,55+18,99 1,83+0,94% 3,00£0,79% 54,19420,10 52,54+19,09
p ns ns <0,001 <0,001 ns ns

Media(%)+Desviacion tipica (n=5). ns- no significativa. Diferentes superindices en la misma

columna indican diferencias significativas (p<0,05).

4.4.1.2.4. Efectos de los aminoacidos en la viabilidad y actividad mitocondrial

de

espermatozoides vivos (PI'Rod") y de muertos (PI"Rod’). Sin embargo, los porcentajes de

No han existido diferencias significativas a nivel porcentaje de

espermatozoides vivos con actividad mitocondrial minima (PI'Rod’) son significativamente

superiores con el diluyente UE 25H y UE 50H.

Gréfica 4.38 - Viabilidad y actividad mitocondrial (TO)
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Gréfica 4.39 - Viabilidad y actividad mitocondrial (T1:30)
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Tabla 4.62 - Resultados tras marcaje de los espermatozoides con Rodamina-Pl: células muertas

Pl+ Rod- Pl+ Rod+
TO T1:30 TO T1:30

UE 30,58+11,27 29,49+9,02 2,210,83 1,60£0,69™

UE 25T 32,51+14,25 28,77+15,16 2,13+1,59 0,64£0,41%°

UE 50T 38,42+21,51 35,92+26,10 1,08+0,49 0,40%0,06%

UE 75T 26,22+9,35 27,74+5,86 3,71+2,10 1,12+0,68%

UE 25H 21,41+7,49 26,53+9,97 4,18+3,28 1,31+1,00%°

UE 50H 30,10+18,59 31,8520,43 2,89+2,06 1,180,690

UE 75H 34,89+25,93 44,51+23,65 2,09+1,37 1,76+0,98°

p ns ns ns 0,058>0,05

Media(%)+Desviacion tipica (n=5). ns- no significativo.
Tabla 4.63 - Resultados tras marcaje con Rodamina-PI: células vivas
PI-Rod- Pl- Rod+ Total vivos (PI-)
TO T1:30 TO T1:30 T0 T1:30

UE 2,10+0,80% 2,68+1,71% 65,1+11,68 66,02+9,57 67,20+11,15 68,70+8,87
UE 25T 3,63+1,66° 6,13+4,05% 61,73+15,11 64,46+13,95 65,36+14,91 70,59+15,51
UE 50T 2,78+0,88% 5,05+1,52% 57,76+21,44 58,63+25,41 60,54+21,64 63,68+21,15
UE 75T 4,6£2,69%° 3,44+0,96% 65,46+10,17 67,69+6,80 70,06+10,88 71,1346,19
UE 25H 6,94+1,08™ 8,8313,78" 67,47+8,2 63,28+7,97 74,4149,16 72,11+10,84
UE 50H 8,44+3,59° 8,73+2,84" 58,57+17,70 58,24+19,38 67,01+18,74 66,98+20,71
UE 75H 3,30%0,79% 6,01+1,18% 59,72+26,86 47,73%23,41 63,02+26,15 53,74+23,06
p <0,001 0,004 ns ns ns ns

Media(%)+Desviacion tipica (n=5). ns- no significativo. Diferentes superindices en la misma
columna indican diferencias significativas (p<0,05).

4.4.1.2.5. Efectos de los aminoacidos en la integridad de la membrana plasmatica:

evaluacién mediante coloraciéon con eosina-azul de anilina.

Hemos observado diferencias significativas a TO, en que el porcentaje de

espermatozoides vivos fue inferior con el diluyente control y con 50 mM de taurina. A la

T1:30 no existieron diferencias significativas.

Grafica 4.40 - Espermatozoides vivos
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Tabla 4.64 - Espermatozoides vivos tras tincién con E-AA

Vivos Eosina-AA
TO T1:30

UE 56,80+3,49° 44,0045,15
UE 25T 65,20+10,64% 44,40+14,74
UE 50T 57,40+12,52° 47,60£19,15
UE 75T 75,00+10,91° 48,4045,32
UE 25H 67,40+7,77% 51,40+2,30
UE 50H 75,80+10,71" 47,00+6,56
UE 75H 67,40+14,55 60,20+12,68
p 0,045 ns

Média(%)+Desviacion tipica (n=5). Ns- no significativo.
Diferentes superindices en la misma columna indican

diferencias signi

ficativas (p<0,05).
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4.4.1.2.6. Efectos de los aminoacidos en la motilidad, estimada subjetivamente, tras

la descongelacion (TO) y tras 1h:30’ en incubacion (T1:30)

A pesar de algunas diferencias entre diluyentes, en la motilidad observada
inmediatamente a la descongelacién y tras 1h:30" en incubacion, éstas no han sido

estadisticamente significativas.

Grafica 4.41 - Motilidad visual a TO y T1:30 tras Tabla 4.65 - Matilidad visual a TO y T1:30
descongelacién
Motilidad

0 TO T1:30
60 mUE UE 52,00+4,47 43,00+2,74
50 ] mUESg UE 25T 58,00+13,04 43,00+14,83

ad OUE 50T " "

ol UE 50T 52,00+16,05 47,00+18,90
30 1 O UE 25H UE 75T 64,00+10,84 48,0045,70
20 - B UE 50H UE 25H 63,00+9,08 51,00+2,24
10 e UE 50H 66,00417,82 44,00+8,22
04 UE 75H 58,00+24,90 49,00+23,60

e Y Media+Desviacion tipica (n=5)

4.4.1.3. Correlaciones entre los distintos parametros estudiados

a. Citometria de flujo-eosina azul de anilina-motilidad

Se ha analizado la correlacién entre porcentaje de espermatozoides vivos y con
actividad mitocondrial maxima detectados por citometria de flujo (marcaje con PI/Fitc-PSA y

PI/Rodaminal23), vivos segun tincidon con eosina-azul de anilina y motilidad (Tabla 4.66).

Tras la descongelacion (T0), la correlacibn entre espermatozoides vivos
detectados por eosina-azul de anilina, y los vivos con actividad mitocondrial maxima
detectados mediante citometria de flujo, con ambos marcadores es significativa (r= 0,624-
0,744). Tras 1h:30’ de incubacién (T1:30) a 38°C la correlacion continta siendo
significativa (r= 0,490 a 0,528).

Por otra parte, la correlacion entre vivos, PI’, detectados por marcaje PI/Fitc-PSA
(r=0,810 y 0,871, respectivamente para TO y T1:30). También se observan altas
correlaciones entre los marcajes PI" y la motilidad. La correlacion entre espermatozoides
vivos marcados con rodamina (R*PI") y maétiles es elevada a TO (r=0,861) y algo inferior a
T1:30 (r=0,726). Todas las correlaciones han sido altamente significativas (p=0,01).
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Tabla 4.66 - Coeficientes de correlacion (células vivas) entre PI (tincion PI/PSA®™: tincion

Rodamina/PI ?), eosina/aa negativo, R*PI” y motilidad

TO Total PI-®  Total PI-®  Eosina/aa - R+PI- Motilidad
Total PI-® 0,810 0,744 0,771 0,792
Total PI-@ 0,810 0,699 0,985 0,903
Eosina/aa - 0,744 0,699 0,624 0,889
R+PI- 0,771 0,985 0,624 0,861
Motilidad 0,792 0,903 0,889 0,861
T1:30 Total PI-®Y  Total PI-®  Eosina/aa- R+PI- Motilidad
Total PI- @ 0,871 0,511 0,881 0,692
Total PI- @ 0,871 0,528 0,982 0,746
Eosina/aa - 0,511 0,528 0,491 0,882
R+PI- 0,881 0,982 0,491 0,726
Motilidad 0,692 0,746 0,882 0,726

**Correlaciénes significativas para p=0,01 (n=35)
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4.4.2. Experimento 4.2. Induccién de la reaccién acrosémica con el Ca®" ion6foro
A23187

En este experimento se han utilizado pajuelas, congeladas en experimento 4.1,
con la intencion de poder valorar la capacidad del semen congelado con cada diluyente
para presentar capacitacién y reaccion acrosémica, in vitro, tras la incubacién con calcio
iondforo a distintas concentraciones: 0, 2,5y 10 uM. Para ello, se proceso6 una pajuela de
cada diluyente para cada uno de los 5 pools. Cada pajuela ha sido directamente diluida
en el Canine Capacitation Medium (CCM) para su capacitacion en bafio a 38°C e

incubada durante 20 min tras los cuales, fue afiadido el Ca** ionéforo.

La integridad de las membranas plasmética y acrosomal han sido evaluadas, tras
ser tefiidas con los fluorocromos PI/Fitc-PNA en distintos momentos de incubacién con
iondforo (5, 15 y 30 minutos), mediante citometria de flujo. En algunas de las alicuotas
con concentracion de ionéforo de 10 uM también se procedié a marcaje con PI/Fitc-PSA
a los 15 y 30 min. Las comparaciones estadisticas se realizaron mediante ANOVA y test
de Duncan (p<0,05).

4.4.2.1. Induccién de lareaccion acrosémica

4.4.2.1.1. O uM de Caiond6foro

Gréfica 4.42 - Porcentaje de espermatozoides vivos Tabla 4.67 - Porcentaje de espermatozoides vivos
reaccionados (0 uM de Ca*"-ionéforo) reaccionados (0 uM de Ca*"-ionéforo)

3 PIPNA* Tiempo de incubacién (min)

Diluyente 5 15° 30°
1 UE 2,37+0,95 2,08+0,24 2,60+1,12
4 os UE 25T 1,78+0,80 2,44+1,58 3,02+1,13
| @15 UE 50T 2,41+0,86  2,32+0,81  3,01£1,53
. UE75T 2424124 248+135 3924312
4 UE 25H 2,11+0,94 2,68+0,93 3,1740,85
1+ UE 50H 2,49+1,32 4,29+2,76 5,02+3,15
o4 UE 75H 2,86+1,01 5,28+4,22 3,80+1,70
s S L E 2 LS SO E TR Media(%)+ desviacion tipica (n=5)

Estadisticamente no se observan diferencias significativas en el porcentaje de

células que presentan reaccion acrosémica espontanea (Tabla 4.67) entre los distintos
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medios tras 20 minutos de incubacion en CCM, ni tampoco a lo largo de 30 min de
incubacién en un medio sin ionéforo. Sin embargo, transcurridos 15 min en incubacién
son los medios con hipotaurina los que muestran un mayor nimero de células vivas en

estado de reacciéon acrosémica.

Como podemos observar en las siguientes tablas (4.68, 4.69 y 4.70) tampoco se
observan diferencias significativas para los demdas patrones de tincion evaluados

mediante citometria.

Tabla 4.68 - Porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma intacto
(0 uM de Ca**-ionéforo)

PIPNA" Tiempo de incubacién (min)
Diluyente 5] 15 30
EU 56,28+17,98 58,51+15,13 52,15+17,31
UE 25T 53,37+19,47 53,63+21,05 53,18+24,26
UE 50T 59,62+6,52 59,26+6,13 54,92+8,27
UE 75T 51,02+16,64 46,76+18,50 45,35+13,87
UE 25H 55,43+19,70 51,34+16,71 48,38+17,17
UE 50H 57,75+£11,23 55,75+11,73 48,64+16,18
UE 75H 68,6215,78 62,55+10,02 57,91+17,38

Media(%)+ desviacion tipica (n=5)

Tabla 4.69 - Porcentaje de espermatozoides muertos Tabla 4.70 - Porcentaje de espermatozoides muertos con
reaccionados (0 uM de Ca’*-ionéforo) acrosoma intacto (0 uM de Ca**-ionéforo)

PI'PNA* Tiempo de incubacion (min) PI'PNA Tiempo de incubacion (min)

Diluyente 5 15° 30° Diluyente 5 15° 30°
UE 19,8948,30 18,22+7,34 20,22+7,27 UE 19,80+10,29 20,80+8,58 26,64+11,59
UE 25T 22,78+12,36 22,13+11,97 22,59+14,39 UE 25T 18,60+7,56 21,30+10,01 20,5849,28
UE 50T 17,90£1,61 19,18+2,27 20,02+4,20 UE 50T 19,6545,27  18,76+7,99 21,45+7,67
UE 75T 27,32+9,51 25,30+10,05 24,68+6,65 UE 75T 18,75+7,87 24,96+10,94 25,27+10,38
UE 25H 22,94+9,76  25,1448,29 25,02+10,65 UE 25H 19,31+10,40 18,29+10,26 22,80+6,43
UE 50H 21,3449,20 21,7249,35 23,19+13,89 UE 50H 17,90+6,02  17,38+4,66 18,95+11,00
UE 75H 15,26+4,08 16,55+6,80 20,85+12,25 UE 75H 12,70£3,90 14,67+2,80 17,76+4,98

Media(%)+ desviacion tipica (n=5) Media(%)+ desviacion tipica (n=5)

Si establecemos las diferencias para la reaccion acrosémica espontanea (PI-
PNA+) entre los distintos diluyentes suplementados con aminoacidos y el diluyente
control (tabla 4.72), tampoco se observan diferencias significativas. No obstante, el
diluyente UE75H es el que presenta una mayor capacidad frente al medio control para
permitir la reaccién acrosGmica en ausencia de ionéforo de calcio, pasados 15 min de
incubacién; sin embargo, cuando se alcanzan los 30 min es el medio UE50H el que

presenta mayor capacidad de reaccion acrosomica espontanea frente al medio control.
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4.4.2.1.2. 2,5 uM de Caionéforo

Tabla 4.71 - Diferencias para medias de RA entre los distintos diluyentes
y el diluyente control (O uM de Ca2+-ion()f0ro)

Diferencias entre Tiempo de incubacién (min)
diluyentes 5 15° 30

UE 25T - UE -0,59+0,87 0,36+1,74 0,36+0,93
UE 50T - UE -0,04+1,29 0,24+0,99 0,35+1,28
UE 75T - UE 0,05+1,84 0,40£1,98 1,26+3,91
UE 25H - UE -0,26+1,44 0,60+2,14 0,51+0,52
UE 50H - UE 0,12+1,91 2,21+0,92 2,36x3,02
UE 75H - UE 0,49+1,38 3,20+4,31

Ha sido posible observar diferencias estadisticamente significativas a los 15

minutos de incubacion en un medio con calcio ion6foro a concentracién de 2,5uM

(p=0,05). El porcentaje de células vivas reaccionadas fue superior para el diluyente UE
50T seguido del medio control UE. Los diluyentes UE 75T, UE 25H y UE 50H han dado

lugar al mas bajo nimero de espermatozoides reaccionados. Si bien a los 30 min de

incubaciébn no se han encontrado diferencias significativas, nos parece interesante

resaltar que el mayor porcentaje de reaccidn acrosOmica se observa también en los

espermatozoides que fueron congelados en los medios de dilucion UE y UE 50T,

respectivamente; siendo también el medio UE 75T el que presenta el porcentaje mas

bajo.

Tabla 4.72 - Porcentaje de espermatozoides vivos
reaccionados (2,5 uM de Ca*"-ionéforo)

PIPNA* Tiempos de incubacién (min)
Diluyente b) 157+ 30°
UE 24,11+17,28 34,40+19,53%°  47,93+15,65
UE 25T 16,38+10,05 22,25+13,76%°  35,70+11,09
UE 50T 30,43+17,98 40,16+25,08°  39,48+18,91
UE 75T 9,5045,25 13,556,45° 25,39+15,78
UE 25H 8,58+2,92 13,25+6,88°  33,38%17,18
UE 50H 13,72+10,47 14,71210,94°  32,19+16,84
UE 75H 17,01+13,26 22,72+15,44%°  38,39+18,80
P ns 0,05 ns

Media (%)t desviacion tipica (n=5). ns- no significativo.
la misma columna indican
diferencias significativas (p<0,05).

*Diferentes superindices en

Grafica 4.43 - Porcentaje de espermatozoides vivos
reaccionados (2,5 uM de Ca**-ionéforo)
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A pesar de la inexistencia de diferencias estadisticamente significativas para el

resto de los patrones de tincion, el porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma
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intacto es algo superior para los diluyentes suplementados con hipotaurina e inferior para
UESO0T y UE (Tabla 4.73).

Tabla 4.73 - Porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma intacto
(2,5 uM de Ca**-ionéforo)

PI'PNA Tiempo de incubacién (min)
Diluyente 5 15° 30°
UE 42,80+19,87 34,15+17,21 15,0945,23
UE 25T 50,70+21,67 39,30+26,30 22,96+9,85
UE 50T 35,78+14,72 23,65+22,38 19,96+15,60
UE 75T 47,07+£13,68 40,44+20,35 24,55+14,27
UE 25H 59,70+12,80 52,74+16,48 25,01+14,22
UE 50H 50,82+12,95 49,93+10,99 30,06+11,51
UE 75H 60,33+ 16,60 50,64+15,01 32,85+14,82

Media(%)+desviacion tipica (n=5)

Resulta también evidente que, a los distintos tiempos de incubacién con ionéforo,
el mayor porcentaje de espermatozoides muertos reaccionados se presenta con el
diluyente UE75T (Tabla 4.74).

Tabla 4.74 - Porcentaje de espermatozoides Tabla 4.75 - Porcentaje de espermatozoides muertos
muertos reaccionados (2,5 uM de Ca2+—i0nc’)foro) con acrosoma intacto (2,5 uM de Ca2+—ionc'>for0)
PI'PNA* Tiempo de incubacion (min) PI'PNA Tiempo de incubacion (min)
Diluyente 5 15" 30 Diluyente 5 15 30"
UE 15,4645,94  16,93+7,19 22,23+8,52 UE 14,38+6,57 14,3349,20 17,434£8,74
UE 25T 18,2848,81 22,52+12,67 25,69+12,14 UE 25T 14,64+4,87 15,54+4,12 15,64+6,00
UE 50T 18,83+2,77  20,84+2,21  23,37+2,82 UE 50T 14,94+4,80 15,3445,18 17,18+8,09
UE 75T 25,45+7,12  27,84+11,38  30,25+7,17 UE 75T 17,97+6,84  18,1646,25  20,20+8,70
UE 25H 17,91+5,59  20,69+9,13 27,83115,81 UE 25H 13,82+7,57  13,3246,43  13,6516,30
UE 50H 20,31+5,95 18,55+5,38  21,38+9,49 UE 50H 15,29+7,83 16,848,90 16,37+7,84
UE 75H 13,44+4,70  14,75+2,73  17,31+1,75 UE 75H 9,81+1,86 11,87£3,19 11,57+4,63
Media(%)+desviacion tinica (n=5) Media(%)+desviacion tinica (n=5)

En cuanto al porcentaje de espermatozoides muertos con acrosoma intacto, éste

fue mayor para el diluyente UE75T y menor para UE75H (Tabla 4.75).

Al establecer las diferencias entre la reaccion acrosomica obtenida en células
vivas entre los distintos diluyentes suplementados con aminoacidos y el diluyente control
(Tabla 4.76), no se han encontrado diferencias significativas para éste parametro entre los
diluyentes utilizados. Las mayores diferencias han sido encontradas en los diluyentes
UE75T, UE25H y UE50H a los 15’ y UE75T a los 30'.
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Tabla 4.76- Diferencias entre RA de los distintos diluyentes y el diluyente control
(2,5 uM de Ca**-ionéforo)

Diferencias entre Diluyentes Tiempo de incubacién (min)
Respecto al Control (UE) 5 15 30
2 UE 25T - UE -7,74%11,52 -12,15+12,76  -12,24+21,71
3 UE 50T - UE 6,32+19,10 5,76+30,34 -8,45+25,63
4 UE 75T - UE -14,61+15,69 -20,85+£17,44  -22,54+21,76
5 UE 25H - UE -15,53+16,60 -21,15+£15,92  -14,56+24,43
6 UE 50H - UE -10,39+7,87 -19,68+£10,27  -15,74+9,50
7 UE 75H - UE -7,10+16,77 -11,68+23,13 -9,54+23,22

Media(%)+ desviacion tipica (n=5)

4.4.2.1.3. 10 uM de Ca iono6foro

No han existido diferencias estadisticamente significativas entre la respuesta a la
induccién de reaccién acrosdmica de los distintos diluyentes en los tiempos estudiados.
Si bien, incluso a esta concentracién de ionéforo de calcio sigue siendo el medio UE 75T
el que permite una menor reaccion acrosémica y el tiempo de 15 min el que da lugar a los
porcentajes mas elevados; por otra parte, y a este mismo tiempo, son el diluyente control
UE y el UE 75H los que permiten una mayor reacciéon acrosdmica inducida, con medias
muy similares (Tabla 4.77).

Gréfica 4.44 - Porcentaje de espermatozoides vivos reaccionados (10 uM de Ca2+-ionc')foro)
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Tabla 4.77- Porcentaje de espermatozoides vivos reaccionados (10 uM de Ca2+-ion()f0ro)

PNA [ PSA

PI-PNA+ Tiempo de incubacién (min)

Diluyente 5) 15 30° 15’ 30’
UE 48,71+14,75 52,95+16,18 45,14+19,19 65,93 (n=1) 43,61+34,84 (n=2)
UE 25T 40,97+13,10 41,35+11,75 33,48+7,51 29,33+17,58(n=2) 28,28+9,36 (n=3)
UE 50T 44,44+15,53 48,31+17,49 39,96+20,73 30,05+1,39(n=2) 21,45+9,86(n=2)
UE 75T 33,39+16,79 33,63%17,67 32,22+15,56 21,49 (n=1) 14,48+8,44 (n=2)
UE 25H 38,56+14,88 42,24+20,31 38,94+18,48 38,41+17,82 (n=2) 34,33+15,75 (n=3)
UE 50H 43,74+18,43 45,00+18,88 35,37+19,08 51,92 (n=1) 32,08+21,30 (n=3)
UE 75H 49,79+20,06 52,17+19,12 40,33+16,04 33,1+12,93 (n=2)  27,70+15,51(n=2)

Media + desviacion tipica (*n=5)

Tabla 4.78 - Porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma intacto (10 uM de Ca2+-ionéforo)

PNA PSA

PI-PNA- Tiempo de incubacion (min)

Diluyente 5 15 30° 15’ 30’
UE 15,22+6,37 10,32+4,78 14,34+10,58 13,14 (n=1) 16,06+4,95 (n=2)
UE 25T 18,83+9,26 14,55+8,55 18,89+13,67 13,72+14,18 (n=2) 21,42+12,37 (n=3)
UE 50T 19,27+14,93 13,22+11,11 18,67+15,52 22,48+2,47 (n=2) 28,18+12,22 (n=2)
UE 75T 21,81+21,00 19,64+19,47 15,74+13,57 18,63 (n=1) 26,17+11,48 (n=2)
UE 25H 23,34+10,34 16,14+10,85 14,20+1,23 25,51+4,26 (n=2) 29,18+6,84 (n=3)
UE 50H 18,11+7,15 14,26+9,42 17,53+11,76 13,28 (n=1) 11,39+3,62 (n=3)
UE 75H 20,79+16,3 15,70+13,28 20,79+10,61 20,99+13,03 (n=2) 26,13+6,12 (n=2)

En el porcentaje de espermatozoides vivos con acrosoma intacto, muertos con

acrosoma degenerado y muertos con acrosoma intacto no se observé diferencia

Media + desviacion tipica (*n=5)

significativa alguna entre diluyentes (Tablas 4.78, 4.79 y 4.80, respectivamente).

Tabla 4.79 - Porcentaje de espermatozoides muertos reaccionados (10 uM de Ca2+-ion()foro)

PNA | PSA

PI+PNA+ Tiempo de incubaciéon (min)

Diluyente 5 15 30° 15’ 30
EU 22,12+48,17 23,21+8,85 24,06+9,48 14,00 (n=1) 18,75+10,58 (n=2)
EU 25T 26,55+8,87 30,07+£12,42 31,6+12,98 38,00+4,91 (n=2) 29,31+11,78 (n=3)
EU 50T 20,99+2,85 24,245,22 25,47+6,86 27,83+10,25 (n=2) 25,21+18,31 (n=2)
EU 75T 30,68+6,93 31,03+6,81 34,05t4,79 42,36 (n=1) 29,21+4,55 (n=2)
EU 25H 27,66+15,45 29,64+13,68 32,45+11,18 23,26+8,05 (n=2) 21,1145,05 (n=3)
EU 50H 23,45+7,47 25,85+9,01 27,03+8,67 25,31 (n=1) 30,15+3,24 (n=3)
UE 75H 19,72+2,61 22,3245,65 24,446,04 24,54+0,50 (n=2) 28,88+1,64 (n=2)

Media(%)+ desviacion tipica (n=5)
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Tabla 4.80 - Porcentaje de espermatozoides muertos con acrosoma intacto (10 uM de Ca2+-ionéfor0)

PNA ‘ PSA

PI+PNA- Tiempo de incubacion (min)

Diluyente 5) 15 30° 15’ 30’
UE 13,95+6,92 13,5248,08 16,45+9,91 6,93(n=1) 21,56+19,28 (n=2)
UE 25T 13,65+5,07 14,04+3,03 16,01+4,98 18,95+1,51 (n=2)  20,98+2,28 (n=3)
UE 50T 15,3045,24 14,21+4,95 16,70+8,01 19,63+6,4 (n=2) 25,16+15,95 (n=2)
UE 75T 16,11+8,89 17,69+8,37 20,39+8,89 17,53 (n=1) 30,14+1,50 (n=2)
UE 25H 10,44+4,60 11,97+5,52 14,40+6,41 12,57+5,85 (n=2) 19,10+6,41 (n=3)
UE 50H 1,70+7,53 14,89+6,32 20,07+11,22 19,24+13,79 (n=1) 26,13+15,92 (n=3)
UE 75H 9,64+4,52 9,80+3,37 14,47+7,64 11,14+0,4 (n=2)  17,84+10,24 (n=2)

Media(%)+ desviacion tipica (n=5)

Los datos de las diferencias entre significativas entre estos medios
la reaccion acrosémica obtenida en suplementados.

células vivas cuando ésta se induce
. . L Tabla 4.81 - Diferencias para RA entre los distintos
utilizando una concentracion de ion6foro diuyentes y el diluyente control (UE) (10 uM de Ca’*-
ionéforo)

de 10 uM y el diluyente control (Tabla 4.81),

Tempo de incubacion (min)

sigue evidenciando una menor porcentaje | i oncias . o 20

de los medios que contienen aminoacidos, | ygast-ue | -7.74:2408  -1161:2838  -11,66:22,94

a pesar de que tampoco se presentan UE 50T - UE -4,27+23,36 -4,63+21,24 -5,18+20,77
UE 75T - UE -15,32+16,32 -19,32+17,09 -12,92+19,42

diferencias
UE 25H - UE -10,15+23,24 -10,71+26,99 -6,20+£30,54
UE 50H - UE -4,97+14,80 -7,95+11,99 -9,77+8,70
UE 75H - UE 1,08+18,28 -0,78+16,81 -4,81+16,10

4.4.2.1.4. Diferencias entre los distintos diluyentes, seglin los porcentajes de
reaccion acrosémica inducida con las concentraciones de ionoforo de
2,5y 10uM y tiempo de exposicion al mismo frente a las reacciones

espontaneas (OuM ionéforo)

El incremento de reacciones acrosémicas obtenidas con 2,5uM de ionéforo frente
a OuM, para los diferentes diluyentes utilizados, solamente presenta significacion
estadistica a los 15 min de incubacion, destacando el diluyente UE 50T en comparacion
con los diluyentes UE 75T, UE 25H y UE50H (Tabla 4.82).
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Tabla 4.82 - Diferencias entre RA inducida con 2,5 uM de Ca**-ionéforo y RA espontanea

2,5-0uM Tiempos de incubacion (min)

' 5 15°* 30
UE 21,54+16,58 32,32+19,55% 45,27+14,76
UE 25T 14,6+9,64 19,8+13,5%° 32,67+11,64
UE 50T 28,02+17,89 37,84+24,96° 36,47+17,70
UE 75T 7,08+5,83 11,07+7,37% 21,47+17,85
UE 25H 6,47+3,12 10,57+7,00% 30,20+17,63
UE 50H 11,23+10,47 10,42+11,13% 27,17+16,33
UE 75H 14,15+13,42 17,44+15,28%° 34,56+19,77
o] ns 0,039 ns

Media(%)+ desviacion tipica (n=5). ns- no significativo. *Diferentes superindices
en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).

Por el contrario, el incremento de reacciones acrosémicas obtenidas con 10uM de
ionoforo frente a OuM, fue similar para todos los diluyentes empleados, no existiendo

diferencias estadisticamente significativas (Tabla 4.83).

Tabla 4.83 - Diferencias entre RA inducida con 10 uM de Ca®*-ionéforo y RA espontanea

10-0pM i Tiempos de inct{bacién (min) :

5 15 30
UE 46,30+14,10 50,87+16,16 42,48+18,22
UE 25T 39,18+12,60 38,9+11,87 30,46+7,05
UE 50T 42,03+15,53 45,99+17,46 36,95+19,35
UE 75T 30,97+17,42 31,15+18,25 28,29+17,84
UE 25H 36,45+14,68 39,56+19,78 35,77+18,75
UE 50H 41,25+17,87 40,70+18,23 30,35+17,51
UE 75H 46,93+20,53 46,89+19,03 36,50+16,70

Media(%)+ desviacion tipica (n=5)

Si consideramos simultdneamente tanto la concentracibn como el tiempo de
incubacion, sin tener en cuenta los distintos diluyentes, podemos observar diferencias
significativas, en el porcentaje de PI'PNA’, entre la incubacion durante 5 vs 30’, cuando
son utilizadas concentraciones de 0y 2,5 uM (p=0,027, p<0,001, respectivamente), por
el contrario, cuando empleamos concentraciones de 10uM no existen diferencias en las
reacciones conseguidas, a los tiempos estudiados y a lo largo del periodo de incubacién;
para 10uM parece ser el tiempo de 15’ el que permite un mayor porcentaje de RA. Por
otra parte, existen siempre diferencias altamente significativas (p<0,001) a los distintos
tiempos empleados, para las distintas concentraciones de ioné6foro, aunque a los 30 min
de incubacion se observa un comportamiento similar entre 2,5 y 10uM, como puede

observarse en la siguiente tabla.
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Tabla 4.84 - Porcentaje de espermatozoides vivos reaccionados (todos los diluyentes)

PI-PNA+ Tiempo de incubacién
Concentracién ionéforo 5 15 30’ p
0uM 2,35+0,99 ** 3,08+2,23* 3,52+1,97°" 0,027
2,5 uM 17,10+13,31°%  23,00+17,13° " 36,07+16,36"" <0,001
10 pM 42,80+15,80° 45,09+17,14° 37,92+16,12" ns
p <0,001 <0,001 <0,001

Media(%) + Desviacion tipica (n=35) (azul-concentracién de ionéforo, rojo-tiempo de incubacion)
Ns- no significativo. *Diferentes superindices en la misma columna o linea indican diferencias significativas (p<0,05).

El porcentaje de células vivas,
es decir que no captan PI, no presenta
diferencias significativas ni entre los
tiempos de incubacion (5, 15 y 30 min)
de

sin

concentraciones
25 y 10 uM),

diferenciar diluyentes.

ni  entre las

ion6foro (O,

Tabla 4.85 - Porcentaje de células vivas (PI-) segin la
concentracion de ion6foro

PI-
(células vivas)

Tiempo de incubacion

Conc. lon6foro

5

15’

30

0 uM
2,5uM
10 uM

60,24+14,56 58,48+14,71 55,02+15,79
66,70+11,73 64,56+12,75 60,44+13,92
62,43+11,71 60,57+13,37 56,14+15,08

Media(%) + Desviacion tipica (n=35)

4.4.2.2 Estimacioén subjetiva de la motilidad espermatica

La motilidad total visual

de cada pajuela ha sido determinada tras

la

descongelacion (MTO0) y tras 20 min (MT20) de incubacién en CCM, inmediatamente

antes de la incubacion con Ca ionoforo. No se han encontrado diferencias significativas

entre los distintos diluyentes en ambas las motilidades.

Grafica 4.45 - Motilidad total postdescongelacion
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Tabla 4.86 - Matilidad total postdescongelacién

Diluyente Motilidades
MTO MT20
UE 67,00+4,47 64,00+8,22
UE 25T 67,00+7,58 64,00+10,84
= UE 50T 66,00+10,24 64,00+12,94
amMT20 UE 75T 71,00+5,47 67,00+4,47
UE 25H 67,00+6,71 58,00+10,37
UE 50H 68,00+7,58 64,00+10,84
UE 75H 70,00+9,35 69,00+11,40
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4.4.2.3 Correlaciones

.MT y respuesta a la induccién de la RA
No existe correlacion entre la

motilidad y la reaccibn acrosdmica
espontanea en células vivas valoradas por
citometria y mediante la tincibn con
fluorocromos (PI'PNA’); es decir, cuando
la concentracion de ion6foro es OuM. Sin
embargo, existen correlaciones positivas

para 2,5y 10 uM (Tabla 4.87).

.Correlaciones entre marcaje con PNA
y con PSA para las células vivas que

sufren reacciéon acrosémica inducida

Comparado en las alicuotas

sometidas a 10uM de iondforo, se ha

obtenido una muy elevada y significativa

correlacion (Tabla 4.88).

Tabla 4.87 - Coeficiente de correlacion entre acrosomas
reaccionados y motilidad

Acrosomas 2,5uM 10puM

reaccionados

y motilidad MTO MT20 | MTO  MT20
r 0,197 0,248 | 0,459 0,486
n 105
P <0,05 <0,001

Tabla 4.88 - Coeficiente de correlacion entre marcaje
con PNA 'y con PSA

PNA (PIPNA") y
PSA (PIPNA"

r 0,982**
n 28
p <0,001

204



5. DISCUSION






Discusion

5.1. Experimento 1. Efectos de la adicion de aminoéacidos en las caracteristicas del

semen refrigerado en el diluyente Tris-fructosa-acido citrico

En este trabajo hemos valorado los efectos de la suplementacién con Taurina, del
diluyente para refrigeracion del semen de perro. Previamente, discriminamos el grado de
influencia, a distintas concentraciones, de los aminodcidos, glutamina, prolina y taurina en
la conservacion del semen de perro a 4°C; segun la observacion subjetiva de la motilidad.
Son muy raros los trabajos relativos al impacto de la suplementacién de los diluyentes de
refrigeracion con aminoéacidos; ljaz y Ducharme (1995) han obtenido buenos resultados
incluyendo 70-100mM de taurina en el diluyente para refrigeracion del semen de caballo.
Sin embargo, son mas frecuentes las referencias bibliograficas que sugieren el valor
crioprotector de aminoacidos en condiciones de congelacion; asi Sanchez-Partida y col
(1997; 1998) han obtenido buenos resultados con la adicion de 25 y 50mM de taurina, y
también con la adicion de 53-54mM de prolina y glicina para el semen de morueco.
Trimeche y col. (1999) han demostrado los efectos beneficiosos del empleo de glutamina

y prolina, a concentraciones de 30 al 50mM, para el semen de caballo.

A lo largo de esta investigacion se han mantenido una serie de constantes. Asi,
hemos agrupado el semen de diferentes machos en un pool, procedimiento utilizado con
frecuencia en los estudios del semen humano (Bielfeld y col., 1990) y de perro (Silva y
Verstegen, 1995; Pefia y col.,, 1998b; Pefa y Linde-Forsberg, 2000; Iguer-Ouada y
Verstegen, 2001), con el fin de proporcionar el volumen y concentracion necesarios para
cada experimento. Siendo las alicuotas derivadas del mismo pool procesadas de igual
modo, las diferencias observadas entre los grupos experimentales deben atribuirse, por
tanto, a las diferencias existentes entre los diluyentes (Silva y Verstegen, 1995; Iguer-
Ouada y Verstegen, 2001a). No han existido diferencias significativas entre las
caracteristicas en fresco de los diferentes pools obtenidos, estando éstas dentro de los

valores referidos para el perro (England y Ponzio, 1996).

Solamente ha sido utilizada la fraccién rica en espermatozoides del eyaculado.
Para ello, en la recogida se evité la mezcla con la fraccién prostatica (primera y tercera
fracciones), conocida por sus efectos nocivos en la calidad seminal tras un prolongado
contacto con los espermatozoides (Aalseth y Saacke, 1985). No obstante, ha sido
publicado que en refrigeracion y en presencia del diluyente apropiado, la existencia de
fluido prostéatico en baja concentracién no afecta a la motilidad, la viabilidad espermética
ni a la integridad del acrosoma (Sirivaidyapong y col., 2001a). Sin embargo, la presencia

de fluido prostatico tiene efectos perjudiciales para la calidad seminal en la congelacion
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(Sirivaidyapong y col., 2001a). En la refrigeracion, su utilizacion como diluyente sin previa
dilucion es prejudicial a la integridad del acrosoma, habiendo sido observada la
hinchazon de esta estructura en el espermatozoide de bovido (Aalseth y Saacke, 1985).
En el espermatozoide de perro, la utilizacion de plasma seminal como diluyente de
refrigeracion se revel0 inapropiada en el mantenimiento de la motilidad, velocidad e

integridad de las membranas plasmética y del acrosoma (Rota y col., 1995).

La proporciéon de dilucién para los pools en refrigeracibn ha sido de 1:5 viv
(semen/ diluyente), tal como preconizan varios trabajos de semen refrigerado (Linde-
Forsberg, 1995; England y Ponzio, 1996), puesto que demasiada diluciéon ejerce un
impacto negativo en la motilidad (Linde-Forsberg, 1995). El diluyente-base utilizado en
este trabajo ha sido el Tris-fructosa-acido citrico, generalmente utilizado en clinica y en
investigacion, siendo conocido por proporcionar razonables tasas de fecundidad (Linde-
Forsberg, 1995) y un buen mantenimiento de la motilidad y longevidad in vitro, cuando es
comparado con otros diluyentes de refrigeracion (Rota y col., 1995). A ello puede
contribuir el hecho de que el diluyente contenga una baja concentraciéon de calcio, y, de
este modo, puede ser capaz de retrasar la aparicion de reacciones acrosémicas y

aumentar la longevidad de los espermatozoides (Sirivaidyapong y col., 2000).

En el estudio preliminar, el experimento 1.1, el aminoacido y las concentraciones
a ser investigados en pormenor en el experimento principal fueron seleccionados con
base en la motilidad progresiva tras 168h de refrigeracion. La glutamina fue descartada
ya que sus efectos beneficiosos han sido bastante méas discretos que los de la taurina, si
bien en la bibliografia son referidos efectos beneficiosos para la motilidad con la
incorporacion de la glutamina a los diluyentes de congelacion de espermatozoides de
otras especies (Renard y col., 1996; Trimeche y col., 1999; Kundu y col., 2001). Esta
diferencia de resultados podria deberse a caracteristicas de especie y quizd a que la
interaccion de este aminoacido con la membrana del espermatozoide sea diferente en
condiciones de refrigeracion. A este aminoacido le son atribuidas funciones protectoras,
metabdlicas (Renard y col., 1996) y osméticas, ejerciendo estas funciones a nivel extra-
celular y a través de interaccibn con receptores situados en la membrana del
espermatozoide, dada su imposibilidad de atravesar la membrana (Trimeche y col.,
1999). También se descart6 la prolina porque tenia valores algo inferiores a la taurina y
porgue ya habia sido probada, con éxito, en el semen de perro bajo condiciones de
congelacion (Pefia y col., 1998a). Ademas, la concentracion de 80 mM de Taurina resultd
algo menos eficaz que las concentraciones de 30 y 50 mM, a diferencia de lo observado

para el caballo (ljaz y Ducharme, 1995); de modo que se seleccionaron las
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concentraciones de 30 y 50mM de Taurina para los siguientes experimentos a realizar

bajo condiciones de refrigeracion.

Los resultados del experimento 1.2 permiten observar que los diluyentes Tris 10,
Tau 30 10, Tau 30 20 y Tau 50 10 no presentan diferencia significativa alguna frente al
diluyente control, Tris 20. Los diluyentes restantes presentan las siguientes diferencias: -
Tris 5 para la estimacion visual de la motilidad total los dias 2 y 3, progresiva los dias 1,2
y 5, para el test de endésmosis los dias 2 y 3 y finalmente el dia 7 en el % de células que
han perdido el acrosoma, el cual resulta superior frente al diluyente control; -Tau 50 5
para la motilidad total los dias 2 y 8, la motilidad progresiva los dias 2, 5 y 8 estimadas
visualmente, ALH el dia 2 y test de endésmosis el dia 8; y -Tau 30 5 para la estimacion
visual de la motilidad total y progresiva y test de endésmosis Unicamente en el dia 8; -Tau
50 20 para ALH en el dia 2. Las muestras refrigeradas con Tau 30 20 alcanzaron una
mayor duracion media de la motilidad frente al medio control (13,6 dias versus 11,4),

aunque sin diferencias estadisticas.

Independientemente del diluyente en cuestion, el porcentaje de yema empleado
ha sido el factor que mas significativamente afectdé a las motilidades total y progresiva,
estimadas mediante observacion visual, y la integridad de la membrana plasmética y del
acrosoma. Asi, el analisis estadistico por porcentaje de yema evidencia la ventaja del
20% en diferentes parametros frente al 5% a lo largo del experimento y solamente los
dias 2 y 3 frente al 10%; diferencia inexistente cuando el andlisis de la motilidad se
realiza por sistema informético. Algunos diluyentes con el 5% de yema mantuvieron
valores de MTV y MPV bastante inferiores, empezando las diferencias a ser evidentes a
partir de las 48 horas de refrigeracion y que se acenttan a lo largo del experimento. Por
ejemplo, ya en el dia 2, Tris 5 presenta una MPV media del 65%, mientras que Tau 50 20
alcanza el 75%; el dia 8 la MPV para Tris 5 ha disminuido al 23,75% pero Tau 50 5
presenta MPV de solo el 18%, mientras la de Tau 50 20 se sitia en el 39%. Los
diluyentes que presentan mejor motilidad progresiva visual en este mismo dia son Tau 30
20 (53,65%) y Tris 20 (46,25%), ambos sin diferencia estadistica entre ellos.

Los efectos beneficiosos de la yema contra el choque térmico estan plenamente
comprobados en la refrigeracion y congelacion del semen de perro y de otras especies
domeésticas. Sin embargo, los complejos mecanismos envueltos en esta proteccion estan
siendo sisteméaticamente objeto de investigacion (Manjunath y col., 2002). Nuestros
resultados corroboran la importancia que tiene la presencia de yema en el diluyente de

refrigeracion del semen de perro, dados sus beneficios en la preservacion de la motilidad
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y de la longevidad in vitro y en la estabilizacion de la membrana; esenciales para la
manutencion de una buena fertilidad in vivo. Por otra parte, nos hacen pensar que resulta
innecesario el uso de niveles tan altos como el 20%; pudiendo utilizarse un 10% o mismo

un 5% al menos para una preservaciéon menor de 48h o mayor de 72h.

Comparativamente a los efectos de la yema, los efectos de los aminoacidos han
sido mas moderados. Los resultados evidencian discretos efectos beneficiosos del
aminodcido Taurina en ambas concentraciones en la MTV y MPV hasta el dia 5, y hasta
el dia 4/6 en la motilidad y velocidad computerizadas. Sin embargo, hemos observado
gue la adicién de 30mM de Taurina permite rebajar al 5% la concentraciéon de yema del
diluyente, sin que se presente un detrimento de la motilidad en comparacién con el medio
control (Noruego con 20% de yema), antes de los 7 dias en refrigeracién; hecho que nos
ha permitido alcanzar el objetivo propuesto. Adicionalmente, los resultados indican que la
inclusion de Taurina a 30 y 50 mM preserva favorablemente las calidades espermaticas.
Sin embargo, sus efectos en la capacidad de fecundacion del espermatozoide

conservado por refrigeracion necesitan ser investigados.

El examen visual del porcentaje de espermatozoides mdtiles es la prueba
laboratorial de la calidad del semen mas comunmente utilizada (Budworth y col., 1988).
Sin embargo, adicionalmente al examen visual, la motilidad también ha sido determinada
por el analizador computerizado CASA. La utilizacion de estos sistemas, aplicados en el
analisis del semen humano y de algunas especies domesticas, facilita una correcta
evaluacion de la eficacia de los métodos de preservacion del semen de perro y permite la
comparacion de resultados obtenidos por diferentes grupos de investigacion (Giunzel-Apel
y col.,, 1993). Estan publicados diversos trabajos en los cuales los sistemas
computerizados han sido aplicados en la determinacion de los parametros de motilidad
del semen de perro (Glinzel-Apel y col., 1993; Iguer-Ouada y Verstegen, 2001b; Pefiay
col., 2003a; Ponglowhapan, 2003).

Una de las limitaciones reconocidas en la utilizacién de estos analizadores es que
las particulas de yema pueden ser consideradas como espermatozoides, puesto que
estos sistemas se basan en las caracteristicas de la imagen, en su tamafio, forma y su
tonalidad (escala de grises) (Budworth y col., 1988); ademas, su exactitud se ve afectada
por variados factores técnicos, como las condiciones de medicién, de las cuales destacan
la temperatura, el tipo de camara y su profundidad y el medio de suspension (Davis y
Siemers, 1995). Como algunos de los diluyentes contenian 20% de yema, se ha

pretendido reducir la presencia de las particulas por medio de centrifugacion vy filtracion.
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También esta recomendada la decantacion, aunque todos estos procedimientos no
eliminan, en absoluto, los “falsos espermatozoides” (Budworth y col., 1988). Por otra
parte y para mejorar la exactitud del analisis, hemos impuesto un umbral de velocidad
minima variable entre 10 y 20 um/seg para permitir una correcta discriminacion entre

espermatozoides matiles y no-métiles.

En el analisis computerizado de motilidad -que presenta de un modo global
correlaciones altas y significativas (r entre 0,703 y 0,859; p<0,01) con los datos del
examen visual- se confirman en la MT los buenos resultados del diluyente Tau 50 20,
hasta el dia 4 y para el Tau 30 20 hasta el dia 8 y 12. Fue notoria, en este experimento, la
ausencia de diferencias significativas para los distintos pardmetros de motilidad y
velocidad computerizadas, excepto para el factor AHL y LIN. En el dia 2 (p=0,037), ALH
resulta significativamente mayor para el diluyente Tau 50 5 frente al resto de los
diluyentes; también el diluyente Tau 50 20 presenta diferencias significativas frente al
diluyente Tris 20 (control) y el diluyente Tris 10. Por otra parte, ALH es significativamente
mayor para la presencia del 5% de yema vs 20% (p= 0,020) y para la presencia de 50mM
vs 0 y 30mM de taurina (p=0,016). Para LIN, el dia 6, ha sido posible observar valores
superiores y estadisticamente significativos (p=0,026) Unicamente para el porcentaje del

5% de yema vs el 20%.

La viscosidad del medio diluyente influye en las caracteristicas de motilidad
(Amann, 1989), por eso, la presencia de yema en el diluyente hace que aumente la
viscosidad del medio y que se reduzca la velocidad del espermatozoide, como ha sido
observado en el eyaculado bovino (Amann y Hammerstedt, 1980; Hirai y col., 1997).
Para el semen de perro, Rota y col. (1995) desaconsejaron el analisis de la motilidad por
técnicas objetivas cuando se utilizan diluyentes compuestos con leche y crema. Es
posible que en nuestro trabajo la motilidad y velocidad, estimadas mediante sistema
informéatico, para los diluyentes con 20% de yema estén “artefactualmente” disminuidas
en comparacion con las del 5%, pese a la previa centrifugacion y filtracion de los
diluyentes. Esto nos sugiere que cuando se comparan diluyentes con distintos
porcentajes de yema y diferentes viscosidades, mediante examen computerizado de la
motilidad, sea en la actualidad dificil establecer diferencias para el programa informético

y, por tanto, no se deba excluir el examen visual de la motilidad total y progresiva.

En el dia 0 del experimento y aunque sin que se produzcan diferencias
significativas, VCL, VSL y VAP de los diluyentes a 5% de yema presentan valores mas
elevados que los de 20% a diferencia de lo que ocurre con LIN. Del mismo modo, la
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adicion del 50mM de Taurina presenta también un incremento de VCL, VSL y VAP frente
a 30mM y ambas concentraciones frente a OmM; para el factor LIN la ausencia de
aminodcidos presenta valores inferiores que su presencia. En este dia, MT y MP
resultaban superiores para con el incremento del porcentaje de yema y la concentracion
de taurina. Aunqgue los resultados del dia 0, no estan influidos por el aumento de detritus
celulares si pueden estarlo por el fendmeno de equilibrio entre las células y el diluyente a

la temperatura ambiente; ya que son datos previos al proceso de refrigeracion.

Para ALH, todos los diluyentes exhibieron aumentos desde el dia 0 al dia 2, y
algunos incluso del dia 2 al dia 4. Este hecho también ha sido observado por Tardif y col.
(1997) en el semen bovino conservado a 5°C. Siendo el ALH una medida de las
desviaciones laterales de la cabeza del espermatozoide sobre su trayecto medio de
progresion y que aumenta durante la hiperactivacion (Robertson y col., 1988; Yunes,
2003), es esperado que también aumente, en alguna proporcién, en la refrigeracion,
puesto que esta probada la ocurrencia de alguna capacitacion en la refrigeracion del
semen de perro (Rota y col., 1999a) y de cerdo (Watson, 1996). Destaca el valor de ALH
en los diluyentes suplementados con taurina en el dia 2, en que tau 50 mM presenta
diferencias significativas frente a las otras concentraciones, mas bajas. Siendo
estadisticamente mas evidente en un diluyente con la mas baja concentracion de yema
(5%) y la mas alta de taurina (50mM) donde se induce a una mayor precocidad frente a
los otros medios en mostrar un aumento de uno de los parametros de motilidad mas
relacionados con la capacitacién espermatica y el deterioro celular. La adicidén de taurina
a 30 mM ha beneficiado numéricamente la longevidad espermatica, aunque sin

diferencias estadisticas, principalmente para el diluyente Tau 30 20.

La ventaja de utilizar porcentajes mas bajos de yema estd principalmente
relacionada con algunas evidencias que indican a la yema como un posible substrato
para la peroxidacion lipidica en la refrigeracion (Shannon y Curson, 1972; Maxwell y
Stojanov, 1996). De hecho, la yema de huevo es conocida por aumentar indirectamente
el llamado “efecto téxico del semen muerto” ya que aumenta el substrato para la enzima
oxidasa, aumentando el peroxido, responsable de dicho efecto sobre otros
espermatozoides (Shannon y Curson, 1972). Por otra parte, como hemos visto, la yema
puede interferir en el analisis computerizado de la motilidad, pudiendo ser confundida con

espermatozoides estéaticos y/ o bajando la velocidad espermaética.

Nuestros resultados en parte coinciden con lo que habia sido constatado en

trabajos previos sobre la inclusion de los aminoécidos prolina, taurina y glicina-betaina en
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el diluyente de congelacion para semen ovino, donde sin yema o glicerol en el diluyente
de congelacion los efectos protectores de los aminoacidos no son observados, por lo que
podrian ser disminuidos aunque nunca abolidos (Sanchez-Partida y col., 1992; 1997;
1998). Se ha postulado que los fosfolipidos de la yema interaccionan con la membrana
plasmética (Quinn y col., 1980) y que las caracteristicas protectoras de los aminoacidos
contra el choque térmico se basan en la interaccion con los fosfolipidos de membrana
(Sanchez-Partida y col., 1998), de modo que el efecto de uno dependeria del efecto del
otro; hecho que estaria de acuerdo con nuestros datos, al no encontrar diferencias
significativas entre las motilidades observadas visualmente para los diluyentes Tau 30

con 5% de yema 'y Tris con 20% de yema, durante 7 dias en refrigeracion.

A la taurina se le han atribuido efectos significativamente beneficiosos en la
preservacion de la motilidad subjetiva y en la supervivencia espermatica pos-refrigeracion
(ljaz y Ducharme, 1995) cuando se adiciona a concentraciones entre 70 y 100mM al
semen de caballo; probablemente debidos a mecanismos de estabilizacion de la
membrana, inhibicion de la peroxidacion lipidica y modulacion enzimatica con aumento
de las concentraciones celulares de K*. Nuestros resultados sugieren que la adicion de
taurina a 30 y a 50 mM al diluyente de refrigeracion Tris-fructosa-acido citrico-yema
mantiene favorablemente la motilidad y la longevidad del semen de perro, pero no la

supera significativamente frente al diluyente control.

En los ultimos dias del experimento se observdé un aumento en el valor de la
media en algunos parametros de motilidad. Tal aumento fue observado tanto en la MT y
MP visuales como computerizadas, entre el dia 6/7 y 8 de algunos diluyentes. Este
hecho, que no corresponde a una “mejora” real de la calidad espermatica, puede
atribuirse al hecho de que a lo largo de los dias las muestras con motilidad proxima a
cero son eliminadas, quedando las alicuotas que poseen motilidades superiores. Asi, la

disminucién del nimero de muestras hace aumentar, por artefacto, el valor de la media.

Durante este trabajo fue evidente una disminucion gradual de la concentracion de
células (datos no mostrados). La disminucién aparente de la poblacién de células puede
estar asociada a la muerte celular con pérdida total o parcial de la integridad de la
membrana y agregacion de los espermatozoides muertos en clusters, aparentando asi
una disminucion del numero de espermatozoides. Tardif y col. (1997) han constatado un
declive en la concentracion de las muestras refrigeradas durante la preservacion de 4
dias, atribuyendo este hecho a la adhesion de los espermatozoides a las paredes de los

recipientes, aunque también que el diluyente empleado podria influir. Las aglutinaciones
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entre espermatozoides parecen indicar alteraciones acrosomales y de la membrana
plasmética susceptibles de afectar la capacidad fecundante del semen (Rota y col.,
1998). También parece influir la ausencia de plasma seminal, al ser éste sustituido por los

medios diluyentes (Harrison y col., 1978).

La integridad de la membrana ha sido evaluada mediante la realizacion la prueba
de enddsmosis (TE), que evalta la capacidad del espermatozoide para hincharse en
presencia de medio hipo-osmdtico, respuesta indicativa de la integridad de la membrana
y de una actividad funcional normal (Jeyendran y col., 1984). Los resultados de este test
reflejan con mayor exactitud el potencial fertilizante de la muestra que las pruebas

convencionales (Van Der Ven y col., 1986).

Nuestros resultados para el TE demuestran elevadas y significativas correlaciones
con las motilidades visuales y computerizadas, coincidiendo con lo referido por otros
autores (Kumi-Diaka y Badtram, 1994) y coincidiendo también con que la integridad de
membrana es el requerimiento minimo para que el espermatozoide sea mévil (De Leeuw
y col., 1991). Sin embargo, los trabajos de Jeyendran y col. (1984) han constatado una
mayor correlacion entre la respuesta al TE y la capacidad de penetracion de ovocitos que
con la motilidad o la morfologia. Segun estos autores, esta diferencia podria residir en el
hecho de que el TE es indicativo de la integridad y de la funcion de transporte de
membrana, mientras que la motilidad depende no solamente de dicho transporte sino
también de un mayor numero de funciones bioguimicas. Tampoco England y Plummer
(1993) encontraron correlacion entre TE y motilidad y otras pruebas convencionales.
Nuestras correlaciones entre TE e integridad acrosomal tampoco han sido elevadas, pese

gue estas han sido positivas y significativas.

En la evaluacion de la calidad seminal ademas del examen de la motilidad deben
ser utilizados otros criterios. Asi, las caracteristicas de integridad del acrosoma también
han sido evaluadas diariamente mediante la coloracion especifica Spermac®, colorante
con especial afinidad para el acrosoma (Oettlé, 1986b). La utilizacién de esta coloracion
permite la correcta diferenciacion del acrosoma, debido a sus propiedades
metacromaticas, que confieren al acrosoma y a la zona ecuatorial distintos tonos de
verde, y a la regién pos-acrosémica un tono rojo (Oettlé, 1986a). En nuestro experimento
esta técnica ha permitido observar diferencias entre las distintas concentraciones de
yema para el porcentaje de acrosomas normales y sin acrosoma. Sin embargo, los
diluyentes con 20% de yema presentaban, a partir del dia 9, un porcentaje inferior de

acrosomas normales que los diluyentes con 5%; probablemente debido a la existencia de
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un elevado porcentaje de yema en los primeros, que puede haber interferido con la
coloracion, impidiendo asi una correcta diferenciacion del acrosoma. Por otra parte, el
prolongado tiempo de preservacion de los espermatozoides en algunos de los diluyentes
origino algun deterioro de la calidad de la muestra, con presencia de detritus del fondo de
las preparaciones, factor que dificulto también el examen del acrosoma. Ademas, como
en el resto de las valoraciones realizadas, la disminucion del nUmero de muestras origina

una mejora por artefacto de los datos.

Los analisis estadisticos efectuados, para evaluar el impacto del porcentaje de
yema y de la concentracién de aminoacido, fueron realizados hasta que el niumero de
alicuotas de un determinado diluyente era > 2, aunque la motilidad visual de las alicuotas
fue examinada hasta que era préxima a 0; sorpresivamente una de las muestras
refrigerada en el diluyente Tau 30 20, sobrevivio hasta el dia 22. En la bibliografia, solo
se encuentran publicados dos trabajos recientes sobre refrigeracion con monitorizacion
de la calidad hasta semejantes fechas de preservacion; incluyendo analisis de motilidad y
viabilidad hasta el dia 23 (Ponglowhapan, 2003) y evaluando motilidad y estado de

capacitacion hasta el dia 16 (Iguer-Ouada y Verstegen, 2001a).

En el experimento 1.3. se ha pretendido conocer el estado de capacitacion de
los espermatozoides. Algunos autores preconizan la previa incubacién con calcio ion6foro
antes del marcaje con la CTC para promover la capacitacion y reaccién acrosémica
(Hewitt y England, 1998), paso no efectuado en nuestro experimento, ya que esta
descrita la existencia de alguna capacitacién en el transcurso de la refrigeracién (Watson,
1995); siendo nuestra intencion valorar la influencia de la concentracion de Taurina, en
diluyentes con 20% de yema, sobre la posible capacitacion originada durante la

refrigeracion y no a su capacidad de ser inducida mediante otros factores.

Hemos constatado que con el tiempo de conservacion ha aumentado la
proporcion de células que exhiben el patron B y AR de fluorescencia por tincion con CTC,
representativo de células capacitadas sin reaccion acrosomica y de células con reaccién
acrosémica, respectivamente. Desde el punto de vista practico este hecho implica que
para una inseminacion exitosa, con semen refrigerado, ésta deba ser realizada
estrictamente en el momento de méxima fecundidad de la hembra, puesto que la
desestabilizacion inducida por la preservacion puede originar la pérdida, in vivo, de su
capacidad fecundante antes de alcanzar el lugar de fecundacion, disminuyendo la
proporcion de espermatozoides disponibles para la fecundacién (Rota y col.,, 1999a;

Pommer y col., 2002). Han existido algunas diferencias significativas puntuales en el
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patron B (dia 9) y AR (dia 3 y 9, destacando el diluyente Tau 30 y el control,

respectivamente).

Fue constatado, en el andlisis de las correlaciones entre los patrones observados
con CTC y los parametros de motilidad computerizada, que el patron B se correlaciona
negativamente con todos los parametros de motilidad, excepto con ALH. La existencia de
una correlacion significativa y positiva entre ALH y el patron B para la tincién con CTC
coincide con lo que fue observado por otros autores quienes defienden que el ALH es un
pardmetro de motilidad asociado a la hiperactivacion (Robertson y col., 1988; Bailey y
col., 1994).
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5.2. Experimento 2. Estudio del empleo de etilenglicol como crioprotector en la

congelacion del espermatozoide de perro

Este experimento fue disefiado con el objetivo de determinar si el etilenglicol (EG)
podria ser utilizado efectivamente como crioprotector del semen canino, en comparacion
con los medios diluyentes Noruego y Uppsala-Equex. Para ello, hemos comparado su
eficacia in vitro a distintas concentraciones: 4% y 8%, 4% asociado al glicerol a la misma

concentracion y 5% asociado a 0,5% de Pasta Equex.

Entre los factores que afectan a la supervivencia pos-descongelacion del
espermatozoide destacan la concentracion de crioprotector y los ritmos de congelacion y
descongelacion (Mazur, 1984). El glicerol es el crioprotector mas frecuentemente utilizado
en la criopreservacién del semen de perro. Sin embargo, la conocida toxicidad de los
crioprotectores mas utilizados y el hecho de que no proporcionen una proteccion
sensiblemente mayor al 50% de los espermatozoides sigue estimulando la investigacion
en nuevos crioprotectores (Watson, 1995). La sensibilidad a la toxicidad del glicerol varia
entre las especies, al mismo tiempo que proporciona crioproteccion, ésta puede afectar
adversamente a las membranas del espermatozoide, afectando asi su fertilidad (Watson,
1979). Los principales efectos prejudiciales del glicerol implican alteraciones en la
organizaciéon y viscosidad del citoplasma y en la permeabilidad y estabilidad de la
membrana plasmatica (Hammerstedt y Graham, 1992). La estructura de la membrana se

ve afectada en la organizacion de los fosfolipidos y las proteinas (Amann y Pickett, 1987).

De un modo general, se considera que la concentracion éptima de glicerol para la
criopreservacion de semen es inferior a 1-2M, pese a que en los Ultimos afios las
concentraciones mas estudiadas estan alrededor de 0,5M, debido a los efectos
prejudiciales de concentraciones superiores (Watson, 1995). Tras la publicacion de los
primeros trabajos en inseminacion artificial con semen descongelado de perro (Andersen,
1975), en los que fue preconizado el 8% de glicerol, se ha estudiado el efecto de otras
concentraciones de glicerol en la calidad pos-descongelacion del semen de perro; los
resultados de estos estudios varian con el diluyente e indican el 5% (Rota y col., 1998), el
2-4% (Olar y col., 1989), el 8% (Mayenco y Gomez-Cuétara,1996; Pefia y col., 1998b), o
el 4-6-8% (Cardoso y col., 2003), como las concentraciones de glicerol mas favorables a
la motilidad y supervivencia pos-descongelacién. En el espermatozoide de perro estan
descritos algunos efectos nocivos del glicerol, como la inferior union del espermatozoide

a ovocitos homologos (Hay y col., 1997a).
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La incorporacién de otros crioprotectores intra-celulares en los diluyentes de
congelacion del semen de perro como el DMSO ha sido tambiéen descrita (Olar y col.,
1989), mostrando poca eficacia en la manutencion de la motilidad y supervivencia pos-
descongelacion. Resultados similares se obtuvieron en la congelacion del eyaculado de

morueco (Moliniay col., 1994).

Mientras, el EG es un crioprotector utilizado con éxito en la congelacién de tejido
ovarico (Rodrigues y col., 2004; Newton y col., 1996) y embriones de diversas especies
como roedores (Nowshari y Brem, 2001), caprino (Le Gal y col., 1993), vacuno y ovino
(Massip, 2001). El amplio uso del EG en la criopreservacion de embriones esta justificado
por su baja toxicidad y elevada permeabilidad en el embrién (Massip, 2001). Su
aplicaciéon en la criopreservacion de semen de especies domésticas parece producir
resultados semejantes, 0, en algunos aspectos, incluso mejores a los del glicerol.
Alvarenga y col. (2000) observaron en la presencia de 5% EG diferencias significativas en
la motilidad del semen descongelado de caballo en comparacion con el glicerol a la
misma concentracion. Sin embargo, en la segunda parte del experimento, pusieron de
manifiesto que la motilidad pos-descongelacion con los mismos diluyentes no habia
variado con el tipo de crioprotector, sino con el tipo de empaquetamiento utilizado;
concluyendo que el EG tenia calidades crioprotectoras semejantes al glicerol. Moraes y
col. (1998) refieren para el semen de morueco resultados en la motilidad y vigor con EG a
0,5M semejantes al glicerol a 0,72M, pero el EG demostré6 una mejor preservacion del

acrosoma (p<0,05).

En los trabajos de Henry y col. (2002) el EG a 5% presentd mejor MP del
espermatozoide descongelado de caballo que el glicerol en la misma concentracion pero
sin que sea una diferencia significativa. En la segunda parte del trabajo ocurrié el inverso.
Mantovani y col. (2002) encontraron en la misma especie resultados peores con EG a 3%
qgue con el glicerol en la misma concentracién pero tras 12h de incubacién a 21°C los
resultados se igualaron. Molinia y col. (1994) observaron en la congelacién del

espermatozoide de morueco resultados semejantes con EG a 3% que con 6% de glicerol.

En la congelacion del semen de perro, los estudios son todavia escasos. Estos
estudios destacan que el EG puede tener una accién semejante o superior al del glicerol
(Santos y col., 2001), semejante (Soares y col., 2002), o peor (Cavalcanti y col., 2002) en

la preservacion de la motilidad, vigor y morfologia espermatica tras la descongelacion.
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De acuerdo con nuestros resultados y basandonos en las concentraciones
estudiadas, el 5% de EG puede ser considerado como la concentracion adecuada para
la proteccion del espermatozoide de perro contra los dafios de la criopreservacion;
mientras que el 8% probd ser el nivel que peor mantuvo la motilidad, linealidad y rectitud,

integridad de la membrana plasméatica y acrosomal y longevidad pos-descongelacion.

Ademas, nuestros resultados evidencian que el EG al 5% asociado al detergente
Equex® (diluyente VI) proporciona mejores resultados en la motilidad (p<0,05), velocidad,
linearidad y rectitud que el diluyente Noruego (diluyente I). En la motilidad, las diferencias
significativas han sido a nivel de la MTV (1h30), MT (1h y 1h30) y MP (1h y 1h30). El
diluyente VI también presenta menor porcentaje de espermatozoides muertos con el
acrosoma danado (determinado mediante marcaje con PI/PSA) y mayor longevidad pos-

descongelacion que diluyente |, pero sin diferencias significativas.

Por otra parte, el glicerol a 5% asociado al Equex® (diluyente V) fue superior al EG
asociado al mismo (diluyente VI), con diferencias significativas para: MTV (a las2h), MT
(2h) y MP (1h30 y 2h). En los pardmetros de velocidad no hemos observado diferencias
significativas. La integridad de la membrana (PI-PSA) fue mejor mantenida con el
diluyente V, significativamente superior (p=0,014) a los demas diluyentes. En la
longevidad tras la descongelacién, el diluyente V fue significativamente superior a los
diluyentes Il, lll y IV (p=0,031).

El diluyente Il ha proporcionado resultados inferiores al glicerol en la misma
concentracion (diluyente 1), siendo el diluyente que peor mantuvo la calidad espermatica
tras la descongelacion. Sin embargo, el EG utilizado a la mitad de esta concentracion, 4%
(diluyente 11) ha proporcionado resultados muy semejantes al diluyente | en los distintos

pardmetros estudiados.

Como hemos observado en nuestros datos, cuando el EG es utilizado a la misma
concentracién del glicerol no posee la misma eficacia de éste, permitiendo sugerir que el
mecanismo de actuacion en la célula espermatica no sea el mismo. Es probable que la
menor eficacia del diluyente VI comparativamente al V se deba a un ligero exceso de
concentracion, evidenciandose sus efectos toxicos. El estudio de una concentracion
ligeramente inferior, como el 3 0 4%, asociada al Equex permitiria aclarar esta hipotesis.

Nuestros datos estdn en concordancia con los resultados descritos por otros
autores en distintas especies, destacando que se obtienen mejores resultados cuando el
EG se emplea con la mitad de la concentracion que el glicerol, es decir, 4 y 8%

219



Discusién

respectivamente. Cavalcanti y col. (2002) no han obtenido con el EG a 7% la eficacia en
la congelacion de semen de perro que obtuvieron con el glicerol en la misma
concentracion. Los trabajos de Soares y col. (2002), en la misma especie, refieren peores
resultados con EG a 1My glicerol a 0,8M a nivel del vigor espermatico que con el EG a
0,5y 0,25M. Moraes y col. (1998), asi como Brisola y col. (1999), encontraron con el EG
a 0,5M resultados semejantes y en algunos parametros, incluso superiores, que con el
glicerol a 0,72M en la congelacion de semen de morueco. Por el contrario, estamos en
desacuerdo con los resultados de Santos y col. (2001) quienes refieren, para la
congelacion del espermatozoide de perro, una eficacia semejante en la utilizacion de EG
y de glicerol, ambos a la misma concentracion (5%) en la motilidad, vigor y preservacion

de la morfologia.

La asociacion 4% glicerol con 4% EG (diluyente 1V) ha funcionado algo peor en la
motilidad, vitalidad (evaluacion por eosina-azul de anilina) y longevidad que los diluyentes
Iy Il, pese que las diferencias significativas solo han existido en la MTV 0:30 (p=0,000).
En los restantes parametros (velocidades, linealidad, ALH, vitalidad e integridad del
acrosoma mediante marcaje con PI-PSA), no han existido diferencias especiales. El
hecho de que la asociacion de crioprotectores no ha resultado especialmente bien en el
eyaculado de perro, confirma los resultados reportados por otros autores. En el
eyaculado de morueco, la asociacién de glicerol con EG tampoco ha revelado efectos
beneficiosos e incluso han sido prejudiciales para la motilidad pos-descongelacion e
integridad acrosomal del espermatozoide de morueco (Molinia y col.,, 1994). La menor
eficacia de esta asociacion de crioprotectores puede atribuirse a la toxicidad de la
combinacién de los crioprotectores, lo que impediria la proteccibn completa de los
diluyentes, y que, adicionalmente, causaria lesiones en el espermatozoide (Molinia y col.,
1994). En el espermatozoide equino los resultados son distintos ya que la asociacion de
1% glicerol con 4% EG funcioné de modo semejante al del glicerol a 5% o del EG a la
misma concentracién, sin embargo, la MP con esta combinacibn ha sido

significativamente mejor que en la combinacion 2% glicerol y 3% EG (Henry y col., 2002).

En cuanto a los métodos empleados en este trabajo, hemos realizado el examen
de la motilidad visualmente y por analizador computerizado ambas con intervalo de 30
minutos, vitalidad e integridad del acrosoma mediante marcaje con citometria de flujo y
vitalidad mediante coloraciéon con eosina-azul de anilina de todas las muestras al TO y
T1:30. Dado que usando en combinacion los métodos de evaluacion in vitro, para valorar
algunos de los atributos de los espermatozoides, es posible aumentar la exactitud de la

estimativa de las funciones espermaticas (Amann y Hammerstedt, 1993).
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Las caracteristicas de la motilidad espermatica determinadas por sistemas
computerizados reflejan indirectamente la integridad de la membrana del espermatozoide
y la actividad metabdlica celular (Gil y col., 2000). La motilidad (Kjaestad y col., 1993) y la
velocidad (Bongso y col., 1989; Kjaestad y col., 1993) son algunos de los parametros
espermaticos que mas significativamente correlacionados se encuentran con la fertilidad.
Budworth y col. (1988) concretizan que, ademas del porcentaje de espermatozoides
moétiles, la VAP y la VSL son los parametros que presentan mayor correlacion con la
fertilidad.

Los resultados de los trabajos anteriormente publicados sobre la utilizacién de EG
como crioprotector en la congelacién de semen de perro (Santos y col., 2001; Cavalcanti
y col.,, 2002; Soares y col.,, 2002), estan basados en la evaluacién subjetiva de la
motilidad y en el analisis morfol6gico. A pesar que la evaluacién visual de la motilidad sea
rapida y de facil realizacién, su propia naturaleza subjetiva excluye la comparacién entre
distintos investigadores (Watson, 1979). En el presente trabajo, la evaluacién de la
motilidad ha sido complementada con el uso del sistema computerizado SCA que nos
permitid la evaluacibn mas objetiva y precisa de la motilidad teniendo en cuenta 7
parametros distintos (MT, MP, VCL, VSL, VAP, LIN y ALH). El andlisis objetivo de las
caracteristicas de motilidad del espermatozoide descongelado bajo condiciones in vitro
asimiladas a las condiciones in vivo permite contribuir a la valoracion de los parametros

que pueden estar asociados a la fertilidad (Sanchez-Partida y col., 1999).

Los parametros que han proporcionado mejor deteccion de diferencias entre los
distintos diluyentes han sido: motilidad total visual, motilidad total y progresiva
computerizadas, indice de linealidad e integridad de la membrana mediante marcaje con
Pl/Fitc-PSA. ElI parametro ALH y la vitalidad, mediante coloracién con eosina-aa, no ha
mostrado diferencias significativas entre los distintos diluyentes. La menor eficacia del
diluyente 11l no fue tampoco evidente para los parametros de velocidad. Por otra parte, la
buena manutencién de la motilidad y de las otras caracteristicas pos-descongelacion
observadas en el diluyente V no se han reflejado en el aumento significativo de los
pardmetros de velocidad ni por disminucion del ALH, en contraposicién con lo que
observaron para este diluyente Pefia y Linde-Forsberg (2000), cuando lo compararon con

el diluyente equivalente pero sin Equex®.

La viabilidad e integridad de la membrana fueron evaluadas por 2 métodos
distintos: marcaje con PI-Fitc-PSA y citometria de flujo y mediante coloracién con eosina-

azul de anilina. EI marcaje con los fluorocromos PI-Fitc-PSA permite valorar mas
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exactamente la integridad del acrosoma, estructura fundamental en el desarrollo de la
reaccion acrosémica y particularmente afectada en la congelacion (Oettlé, 1986a). El
marcaje con PI-Fitc-PSA permitid encontrar diferencias significativas entre los distintos
diluyentes tras la descongelacion (T0), a nivel del porcentaje de espermatozoides
muertos con el acrosoma dafiado (PI+PSA+). El porcentaje de células vivas reaccionadas
(PI-PSA+) fue estadisticamente significativo tanto a TO como a T1:30 (p<0,001 y 0,05)
siendo los diluyentes con pasta Equex (V y VI), seguidos de los medios con 8% de
glicerol y 4% de EG (I y Il), los que presentan un menor nimero de acrosomas alterados.
El elevado nimero de espermatozoides que es posible evaluar mediante citometria de
flujo para la integridad acrosomal es particularmente significativo y necesario; puesto que
para que se pueda establecer una estimativa algo exacta entre integridad acrosomal y la
fertilidad es necesario que el nimero de espermatozoides examinados por muestra sea
considerable, debiendo superar los 200 por muestra (Kjaestad y col., 1993). No se han
producido diferencias significativas en el porcentaje de células vivas que no incorporaron
PI (p=0,06), ni en las que no incorporaron eosina (0,094), aunque de nuevo el medio V

(con Equex® y glicerol) obtuvo los mejores resultados.

Segun Storey y col., (1998) las estructuras quimicas del EG y del glicerol son
bastante semejantes. La ratio entre los atomos de carbén y los grupos hidroxilo
existentes en la molécula del crioprotector (ratio C/OH) es considerado un indicador de la
lipofilia. Una ratio elevado indica baja hidrofilia y alta lipofilia. Para estos autores la ratio

C/OH del glicerol es 1, al igual que el del EG.

El hecho de que el EG pueda, presumiblemente, proteger al espermatozoide de
las lesiones de la criopreservacion por mecanismos similares a los del glicerol, no permite
justificar que se obtengan distintos grados de crioproteccion con la utilizacién de estos
diluyentes (Molinia y col., 1994). Existen todavia pocos datos relativos a la toxicidad del
EG en la célula espermatica (Alvarenga y col., 2000; Mantovani y col.,, 2002), no
existiendo por eso la posibilidad de diferenciar si las lesiones celulares son provocadas
por la criopreservacion propiamente dicha o por el crioprotector (Alvarenga y col., 2000).
Sin embargo, la comparacion realizada en nuestro estudio con la misma concentracion de
glicerol y EG ha permitido excluir los dafios causados por el proceso de criopreservacion;
posiblemente los peores resultados obtenidos con EG al 8% frente al glicerol a la misma
concentracion son debidos a alguna accion téxica, ya que el empleo al 4% de EG
presenta resultados semejantes a los obtenidos por el empleo de glicerol al 8%. Ha sido
demostrado que el EG provocd, en el espermatozoide humano, efectos nocivos en la

motilidad de muestras frescas y descongeladas, al contrario que otros polioles, como el
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eriteritol, ribitol y el sorbitol que han sido igualmente efectivos que el glicerol (Alvarez y
Storey, 1993).

El hecho de que el EG posea un peso molecular inferior al glicerol (Molinia y col.,
1994; Massip, 2001), hace deducir que este pueda atravesar la membrana plasmética
con mayor facilidad, penetrando y abandonando la célula espermatica con mayor rapidez
(Santos y col., 2001). Para estos autores, el EG podria minimizar los efectos prejudiciales
de la deshidratacion y rehidratacion del espermatozoide en los procesos de congelaciéon y
descongelacion. De igual modo que Santos y col. (2001), Ball y Vo (2001) también
observaron en el espermatozoide equino una mayor tolerancia osmotica en la rapida
adicién y remocidn con el EG que con el glicerol, DMSO o propilenglicol, consubstanciado
por un efecto prejudicial mas reducido en la motilidad y la viabilidad. Guthrie y col. (2002)
también observaron en el espermatozoide bovino que la adicion y remocién de EG
parece minimizar las alteraciones de volumen celular comparativamente al DMSO vy

glicerol, evidenciando un efecto menos depresor en la motilidad.

En el espermatozoide canino, esa caracteristica beneficiosa del EG puede no
observarse tan facilmente ya que se constaté que el glicerol penetraba rapidamente en el
espermatozoide, pudiendo ser adicionado al diluyente de criopreservacion
inmediatamente antes de su empaquetamiento en las pajuelas (Pefia y col., 1998b). En el
espermatozoide de cerdo, el glicerol penetra rapidamente en la célula (Almlid y Johnson,
1988) consiguiéndose el equilibrio en poco tiempo (menos de 30 segundos). Molinia y col.
(1994) encontraron mejor proteccion con el glicerol solo que en conjunto con otros
compuestos, defendiendo la probabilidad que este crioprotector posea una afinidad
superior para el agua que otros crioprotectores que estudiaron (DMSO, propanodiol y
EG), o que la fuerte interaccién entre el glicerol y la membrana plasméatica contribuya a

un efecto protector mas efectivo.

En nuestro estudio destacan las altas y significativas correlaciones entre las
pruebas utilizadas para evaluar la viabilidad; mediante Pl con citometria de flujo y eosina
bajo microscopio Optico, tal como encontré Pefia y col (1998d). Asimismo, entre el
examen visual y computerizado de la motilidad las correlaciones son altamente

significativas, al igual que han encontrado otros autores (Bongso y col., 1989).
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5.3. Experimento 3. Interrelaciones entre la evaluacién de la funcionalidad
espermatica mediante marcaje con Rodamina-Pl y los parametros clasicos de

evaluacién de la calidad espermaética

Este experimento fue realizado con el objetivo de comparar la utilizacién del
fluorocromo Rodamina 123 (R123) asociado al yoduro de propidium (PI) en combinacion
con la citometria de flujo (CF) con los examenes “clasicos” utilizados en la evaluacién de
la calidad del semen de perro. Para tal, la viabilidad fue medida por la exclusién del Pl y
la funcién mitocondrial por la presencia de la fluorescencia de la R123 y estos examenes

han sido correlacionados con la motilidad y la tinciébn con eosina-nigrosina.

En el proceso de fertilizacion estan implicados mudltiples organulos del
espermatozoide como es el caso del acrosoma, la mitocondria y el flagelo (Ericsson y
col., 1993). El estatus funcional de los distintos compartimentos del espermatozoide
puede ser evaluado mediante tincién con el fluorocromo apropiado. La evaluacién
simultanea del estado funcional de compartimentos como las mitocondrias y la membrana
plasmética esta justificado en el hecho de que, para mantener su capacidad fertilizante, el
espermatozoide debe ser viable y motil (Papaioannou y col.,, 1997) y mantener la
integridad de las membranas (Fraser y col.,, 2002). Ademas, pueden ser utilizadas
determinadas combinaciones de fluorocromos para evaluar la integridad estructural y
funcional de distintas membranas simultdneamente, lo que aumenta la probabilidad de
predecir la capacidad fertilizante (Ericsson y col., 1993). Esto también se aplica en la
refrigeracion y congelacion de semen, teniendo en cuenta los efectos adversos de estos
procesos de preservacion en las distintas membranas del espermatozoide (Fraser y col.,
2002).

La CF permite la evaluacién de multiples caracteristicas en poblaciones celulares
y en células individuales. Adicionalmente, la CF examina objetivamente millares de
células por muestra; siendo rapido tanto el analisis como la preparacién previa de la
muestra (Graham y col., 1990). En el espermatozoide de perro la CF ha sido hasta ahora
reservada al estudio de la viabilidad y del estado del acrosoma; sin embargo, se
considera que el uso de la CF deberia ser ampliado a la evaluacion de otras cualidades

esperméticas (Pefay col., 1998d; 1999a).

Las mitocondrias funcionales pueden ser efectivamente identificadas mediante la
utilizacion de la R123, de modo que las alteraciones de la actividad mitocondrial estan

asociadas a las alteraciones en la intensidad de fluorescencia de la R123 (Graham y col.,
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1990). La fluorescencia de la R123 representa un método conveniente de precisar el
estatus metabdlico del espermatozoide, dado su rapido transporte a través del
espermatozoide metabdlicamente activo y siendo un monitor exacto de la integridad y
funcionalidad de la mitocondria (Tucker y col.,, 1986). El andlisis de la actividad
mitocondrial con la R123 fue validado para el espermatozoide humano (Auger y col.,

1993), bovino (Graham y col., 1990) y equino (Papaioannou y col., 1997).

La fluorescencia de R123 esta asociada a la pieza intermedia del espermatozoide
e indica la proporcibn de espermatozoides con potencial de membrana intacto
(Karabinus y col., 1991). La capacidad para distinguir espermatozoides que exhiben
distintos grados de actividad mitocondrial, y, por tanto, distintos grados de acumulacion
de R123, es dependiente del uso de apropiadas condiciones de coloracién. Asi, poca
cantidad de marcador o insuficiente tiempo de acumulacién conlleva una insuficiente
coloracién; por otra parte, el exceso de marcador produce coloracién generalizada por
toda la célula, independientemente del status metabdlico de la célula y aporta

fluorescencia verde al fondo de la preparacion (Windsor y White, 1993).

En nuestro trabajo, hemos utilizado protocolos previamente validados para la
determinacion de la actividad mitocondrial del espermatozoide equino (Graham y col.,
1990; Papaioannou y col., 1997). Tras la incubacion con R123 hemos sometido las
muestras a una centrifugacioén breve, haciendo un pellet de los espermatozoides, a fin de
remover el exceso de R123 (O"Connell y col., 2002) y, tras este paso, cuando se trataba

de coloracion doble, la muestra era tefiida con Pl y filtrada.

En los ensayos previos a este experimento, hemos comprobado por microscopia
de epifluorescencia que la R123 presenta una unién altamente especifica y restringida al
tracto intermedio del espermatozoide canino, no siendo observado tincion de otros
compartimientos del espermatozoide. También comprobamos en dichos ensayos que el
uso de R123 en las muestras con células vivas permitid la deteccion inequivoca del tracto

intermedio del espermatozoide.

Tal como fue demostrado para otras especies, la coloracion doble PI-R123
permitié la cuantificacion de 4 poblaciones. Los patrones de fluorescencia observados en
nuestro experimento coinciden con los referenciados en los trabajos de Graham y col.
(1990) y de Karabinus y col. (1991). Asi, ademas de los dos patrones con mayor
expresion en este experimento, PI-R123+ y PI+R123-, correspondientes a

espermatozoides viables con potencial de membrana mitocondrial intacto y muertos sin
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funcionalidad mitocondrial, respectivamente, también fue observado el patron PI+R123+.
Este patron es indicativo que el espermatozoide emite fluorescencia roja y verde
simultaneamente y que, presuntamente, esta en transicion entre la poblacion viable para
la no-viable (Karabinus y col., 1991). Estos espermatozoides moribundos o ligeramente
dafados han perdido la capacidad de excluir el Pl, pero mantuvieron la capacidad de
retener la R123 durante los procesos degenerativos o de muerte celular (Fraser y col.,
2002). Otro patron con poca expresion observado en nuestro experimento, PI-R123-, es
caracteristico de células viables con funcién mitocondrial sub-optima (Graham y col.,
1990). Se considera que estas células, a pesar de ser viables, poseen probablemente un
namero sustancial de mitocondrias dafiadas asi como un numero variable de

mitocondrias funcionales (Papaioannou y col., 1997).

Nuestro estudio mostré una fuerte correlacion entre el analisis por CF de la
integridad de la membrana y funcionalidad mitocondrial y los métodos de evaluacién
utilizados de modo rutinario en la evaluacion de la viabilidad de los espermatozoides. Los
porcentajes de espermatozoides vivos y muertos determinados tras tincion con los
fluorocromos aisladamente o en conjunto y andlisis por CF fueron altamente
correlacionados con los respectivos porcentajes determinados por coloracién con eosina-
nigrosina y con los porcentajes de la motilidad. También existio una inequivoca
correlacion entre CF y microscopia de fluorescencia (MF) para la poblacion marcada con
PI1-R123. Es de destacar la gran diferencia entre el nimero de células examinadas por CF

y los restantes métodos de evaluacion.

La tincion con R123 presentd un elevado porcentaje de positividad en las
muestras vivas, al revés de las muestras muertas, que apenas marcaron en 1,37%. Las
correlaciones entre la tincion con R123 y eosina-nigrosina y motilidad han sido elevadas

en ambas muestras.

Las muestras que sufrieron congelaciones y descongelaciones sucesivas para
inducir la muerte celular mostraron un alto numero de espermatozoides muertos que fue
constatado por todos los examenes efectuados (% membrana dafada: 92,14, % eosina-
nigrosina positivos: 92,5, y % de estaticos: 99,6). Estas alteraciones han sido constatados

por la disminucion de espermatozoides tefiidos con R123 y aumento de Pl+ (p<0,001).

Esta descrito que la congelacion y, en menor grado, el choque térmico inducen
lesiones mitocondriales; en concreto en la reduccién de la captacion de la R123, lo que

se refleja en la reduccion de la funcion mitocondrial (Windsor y White, 1995). La R123
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acumulada es liberada rapidamente del espermatozoide congelado asi como del
espermatozoide que sufri6 choque térmico (Windsor y White, 1995). También fue
evidente, tal como lo encontraron otros autores (Papaioannou y col., 1997), que la
induccién de la muerte de los espermatozoides por congelacién y descongelacion
sucesivas han conducido a resultados semejantes en términos de viabilidad y funcion

mitocondrial, independientemente de si la tincién es doble (PI/R123), o Unica (Pl o R123).

En nuestro trabajo es posible observar una sustancial correlacién entre motilidad y
fluorescencia por R123, tal como lo refieren trabajos realizados en el espermatozoide de
otras especies (Evenson y col.,1982; Auger y col.,1989; O"Connell y col., 2002), mientras
Ericsson y col. (1993) evidencian existencia de correlacion entre R123 con motilidad y
morfologia. Algunos autores sugieren la posibilidad de que la reduccion de la motilidad
esté justificada por la reduccion de la actividad mitocondrial, que se traduce por un menor
namero de espermatozoides que mantienen mitocondrias funcionales, y también por una
funcion mitocondrial alterada (O'Connel y col, 2002). Los porcentajes de
espermatozoides muertos determinados por la eosina-nigrosina han sido identificados por
la CF, ya que estos métodos estan altamente correlacionados, tal como lo encontré
Graham y col. (1990). Existio una fuerte correlacion entre Pl+ y estaticos, correlacion ya
esperada, puesto que los espermatozoides muertos no son motiles. El presente estudio
demostré también la existencia de correlacion entre el porcentaje de espermatozoides
con actividad mitocondrial y el porcentaje de células vivas (PI-, r=0,997), tal como lo

encontré Papaioannou y col. (1997).

El estatus del potencial de la membrana mitocondrial esta considerado un
importante componente del metabolismo energético del espermatozoide. En este trabajo
se observd que la determinacion de la viabilidad celular -medida por la exclusién del PI-y
de la funcionalidad mitocondrial -medida por la union de R123 a la region intermedia y su
fluorescencia- asociadas a la CF han sido correlacionadas con los porcentajes
determinados por los otros métodos de evaluacién laboratoriales utilizados. Pero
considerando la importancia de la funcionalidad mitocondrial, la rapidez y exactitud del
analisis por CF, el tamafio de muestra analizada y la especificidad de la fluorescencia
proporcionada por la R123, se sugiere incorporar este método de evaluacién, siempre
gue sea posible, a las pruebas de viabilidad del espermatozoide de perro. De este modo,
sustituiriamos pruebas més morosas y con un menor numero de células examinadas,

como sucede con las coloraciones vitales o el uso de la epifluorescencia.
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Por otra parte, y teniendo en cuenta las exigencias necesarias a la fusion Ovulo-
espermatozoide, los estudios en el futuro deben, ademas de analizar la viabilidad y la
funcionalidad mitocondrial, evaluar la integridad del acrosoma, a través del desarrollo de

una triple tincién.
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5.4. Experimento 4. Efectos de la suplementacion del diluyente de congelacién

Uppsala-Equex con los aminoacidos taurina e hipotaurina

Este estudio compara, en la primera etapa, la capacidad de los amino&cidos
taurina y hipotaurina para proteger el espermatozoide canino contra los dafios de la
congelacion, en concreto, en la motilidad, integridad de la membrana plasmatica y
acrosomal y en la actividad mitocondrial, experimento 4.1. En la segunda etapa hemos
evaluado la respuesta de los espermatozoides preservados en los distintos diluyentes a
la induccion de la reaccién acrosémica mediante incubacién con calcio ion6foro,
experimento 4.2. Como medio-base de congelacion hemos utilizado el diluyente que
mejores resultados obtuvo en el experimento 2, el diluyente Uppsala-Equex, compuesto
por 5% de glicerol y 0,5% de Equex-STM Paste (Linde-Forsberg, 2002).

Ademés de la baja viabilidad pos-descongelacion (Watson, 2000), la
criopreservacion del semen de mamiferos compromete el potencial de fecundacion del
espermatozoide, debido a las alteraciones en la fisiologia y estructura de la célula
(Medeiros y col.,, 2002). Entre los dafios causados por la congelacion destacan los
provocados por los cristales de hielo y las alteraciones intra-celulares derivadas de la
deshidratacion, asociadas a la formacion de hielo durante la congelacion (Amann y
Pickett, 1987).

En los protocolos de congelacion, el espermatozoide tiene una breve exposicién a
los diversos agentes del medio crioprotector antes de la congelacion. Sin embargo,
cualquier efecto protector para el espermatozoide durante la refrigeracion y congelacion
puede ser beneficioso para éste durante la incubacién en el tracto reproductivo de la
hembra previamente a la fecundacion (Chen y col., 1993). Los efectos beneficiosos de un
determinado aditivo pueden no observarse en el momento de la descongelacién, pero
pueden ser reflejados en el tiempo de supervivencia tras la descongelacién (Chen y col.,
1993).

Estudios anteriores utilizando semen de mamiferos o otros tipos de células
demuestran que varios aminodcidos poseen propiedades crioprotectoras. A fin de
minimizar los distintos dafios derivados de la congelacion, algunos autores sostienen que
la adicion de determinados aminoécidos puede ser Util en la criopreservacion del semen
de algunas especies (Kundu y col., 2001); mejorando la motilidad y la fertilidad (Trimeche

y col., 1999). En concreto, han sido obtenidos resultados prometedores con la
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incorporacion de prolina y glicina en el diluyente de congelacién del semen de morueco
(Sanchéz-Partida y col., 1992; 1998), de caballo (Trimeche y col., 1999) y en la
congelacion del espermatozoide epididimario de macho cabrio (Kundu y col., 2001). La
adicion de prolina ha aportado efectos beneficiosos en la congelacion del espermatozoide

de perro (Pefia y col., 1998a).

Las lesiones de la criopreservacion pueden verse aumentadas por la presencia de
radicales libres que pueden inducir la peroxidacion lipidica (Alvarez y Storey, 1992). El
elevado contenido en &cidos grasos insaturados de las membranas hace al
espermatozoide particularmente susceptible a los agentes y a las lesiones peroxidativas
(Huxtable, 1992). El efecto protector de algunos compuestos con propiedades
antioxidantes contra los dafios de la peroxidacion lipidica, como la L-arginina y la vitamina
E o de proteinas seminales ha sido demostrado en distintas especies (Srivastava y col.,
2000; Perez-Pé y col., 2001).

Por su parte, son conocidas las propiedades protectoras de la taurina y de la
hipotaurina contra la peroxidacion lipidica en el espermatozoide (Alvarez y Storey, 1983).
La hipotaurina es ademés conocida por sus capacidades antioxidantes (Fellman y Roth,
1985), habiéndose sugerido un posible papel protector de los lipidos de la membrana
(Huxtable, 1992). A la taurina se le atribuyen también propiedades protectoras contra el
choque osmatico, traduciéndose por una mayor viabilidad celular tras la exposicion a
situaciones de estrés osmotico (Ozasa y Gould, 1982). La taurina mantiene la motilidad y
la capacitacién (Mrsny y col., 1979); asi a la hipotaurina se le reconocen efectos positivos
sobre la capacitacion (Meizel y col., 1980). Ambas estimulan la fecundacion in vitro del

espermatozoide de hamster (Leibfried y Bavister, 1981).

En nuestro experimento, hemos incorporado al diluyente de congelacion base
Tris-fructosa-acido citrico-glicerol suplementado con 0,5% de SDS, los aminoacidos
taurina e hipotaurina a concentraciones de 0, 25, 50 y 75 mM. La actuacién de los
aminodacidos en el espermatozoide parece ser esencialmente una accion extra-celular,
mediante interaccién con los receptores en la membrana del espermatozoide (Trimeche y
col., 1999). La asociacion del SDS con un crioprotector extra-celular ya habia producido
efectos beneficiosos en el diluyente Tris-&cido citrico-glucosa en la congelacion del

semen del macho cabrio (Aboagla y Terada, 2004).

En nuestro trabajo no han sido observadas diferencias significativas en los

parametros de motilidad e integridad de la membrana con la adicion de los aminoacidos

232



Discusion

taurina e hipotaurina al diluyente de congelacion, asi como en la actividad mitocondrial.
Hecho que no esperabamos, ya que la taurina habia mejorado la motilidad pos-
descongelacion del espermatozoide de morueco (Sanchez-Partida y col., 1997), asi como
la hipotaurina en el espermatozoide de toro (Chen y col., 1993). Las concentraciones de
aminodcidos utilizadas en nuestro trabajo estaban basadas en los trabajos de Sanchez-

Partida y col. (1997), que han utilizado, con éxito, 25 y 50 mM de taurina.

Algunas diferencias significativas puntuales a las 2 h en los parametros de
motilidad han tenido lugar en ALH, el UE 25 H tubo la ALH mas baja (p=0,021), lo que
significa que mantiene mejor la motilidad y el movimiento rectilineo en ese momento,
manteniéndose la tendencia lo largo del experimento. También el porcentaje de PI-PSA+
inmediato a la descongelacién, TO, y a T1:30 de incubacion fueron significativamente
elevados en el medio UE 50H frente al resto de los medios, incluyendo el control (cuando
fueron diluidos 50:50 en PBS y equilibrados 5min a 38°C antes de proceder a la tincion).
Cabe destacar aun en nuestro estudio la existencia de correlaciones positivas y
altamente significativas entre el porcentaje de células vivas determinado por los distintos
medios de tincion utilizados (CF y eosina), asi como con el porcentaje de motilidad a TO y
T1:30.

En la congelacién del espermatozoide de toro, la incorporacion de 14 y 28 mM de
taurina al segundo componente del diluyente de congelacion (el componente que
contenia glicerol) ha mejorado la motilidad pos-descongelacion (Chen y col., 1993),
aunque la hipotaurina a 7 mM haya sido menos efectiva. Sin embargo, en este trabajo los
autores constataron que la adicion de taurina e hipotaurina a ambos componentes del

diluyente no aporté mejoras significativas.

Cabe la posibilidad de que las concentraciones utilizadas en nuestro estudio no
hayan sido las mas 6ptimas para inducir efectos beneficiosos adicionales. Por otra parte,
es posible que éstas sean concentraciones ideales pero que la criopreservaciéon haya
inducido dafios funcionales que han alterado el metabolismo espermatico y, que, de este
modo, los aminoacidos no hayan ejercido sus potenciales efectos beneficiosos. Incluso
es también posible que el hecho de haberlos adicionado a ambos componentes del

diluyente haya disminuido, de alguna manera, su supuesta eficacia.

Ademés, la inexistencia de efectos marcadamente beneficiosos con la
incorporacion de taurina y de hipotaurina en la congelacion del semen de perro puede

deberse a que los niveles de estos aminoacidos existentes en el tracto reproductivo del
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perro sean suficientes para proporcionar una adecuada proteccion contra la peroxidaciéon
lipidica. O puede atribuirse a la existencia, en semejanza de la especie humana, de
mecanismos protectores preventivos de la peroxidacion oxidativa, como es el caso del
sistema enzimatico glutation-peroxidasa y glutation-reductasa resistente al proceso de
congelacion-descongelacion (Alvarez y Storey, 1992), haciendo que la adicion de
compuestos inhibidores de la oxidacion sea superflua (Alvarez y Storey, 1993). Para
Sanchez-Partida y col. (1997) y basandose en el hecho que la taurina ha sido beneficiosa
en la congelacién del espermatozoide de toro, al contrario que la hipotaurina, la accion
crioprotectora de la taurina estaria atribuida a sus supuestas propiedades

osmoreguladoras mas que a sus propiedades antioxidantes.

La existencia de una ratio acidos grasos insaturados/saturados de los fosfolipidos
de la membrana del espermatozoide de perro mas reducido en comparacion al de cerdo y
al de toro y morueco (Darin-Bennett y col.,, 1974), podria traducirse en una menor
predisposicién a la peroxidacion lipidica, como sucede en el espermatozoide humano.
Para Alvarez y Storey (1993), la peroxidacion lipidica en el espermatozoide humano no
es tan dafiina como en otras especies, habiendo observado que las lesiones derivadas de
la peroxidacion lipidica contribuyen algo menos a los designados “dafios subletales” de la
criopreservacion que el estrés de la membrana; el cual engloba los dafos en la
membrana durante las transiciones de fases que ocurren en la congelacion-
descongelacion. La incorporacion de 1 mM de hipotaurina en los medios de congelacion
no prolongo la viabilidad pos-descongelacion del espermatozoide humano, mientras que
trabajos previos de los mismos autores, con los inhibidores de la peroxidacion BSA y con
la hipotaurina llevados a cabo en el espermatozoide de conejo resultaron exitosos
(Alvarez y Storey, 1983). La adicion de hipotaurina y de glutation, igualmente conocido
por sus propiedades antioxidantes, en las concentraciones de 5, 10 y 20 mM tampoco
aportaron mejoras en la motilidad y en la integridad del ADN del espermatozoide humano
(Donelly y col., 2000). Sin embargo, este estudio puso de manifiesto que estos
antioxidantes proporcionaban proteccion contra las especies reactivas del oxigeno (ERO)

y contra el dafio provocado en el ADN inducido por el peroxido de oxigeno.

No podemos prever si la taurina y la hipotaurina podrian tener el mismo impacto
en el espermatozoide de perro, ya que los estudios de la produccién de ERO y de los
dafios en el ADN derivados de la peroxidacion lipidica son todavia escasos en esta
especie. Es conocido en otras especies que las ERO son prejudiciales a la supervivencia
espermética, estando relacionadas con la ionizacion y consecuente desactivacion de

proteinas, dafios en el ADN y peroxidacion de los lipidos insaturados (Medeiros y col.,
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2002). En el perro, la defensa primaria contra la peroxidacion lipidica es atribuida a la
superoxido-dismutasa, que disminuye sus niveles tras la congelacion en el
espermatozoide (Erokhin, 2000). Esta pérdida puede representar una reduccion de la

resistencia del espermatozoide contra el dafio oxidativo.

En este trabajo, ademas del fluorocromo Pl asociado a la Fitc-PSA para
evaluacion de la integridad de la membrana y del acrosoma, también fue utilizado el Pl
asociado al fluocromo especifico Rodamina 123 para comparar el impacto de los distintos
diluyentes en la funcionalidad mitocondrial. Algunos autores opinan que en la seleccion
del diluyente debe considerarse primariamente la proteccién 6ptima de la integridad de la
membrana plasmatica y de la funcidon mitocondrial (Karabinus y col., 1991). El hecho de
no haber afectado particularmente la funcidbn mitocondrial hace excluir la hipétesis de un
papel activo de estos aminoacidos, taurina e hipotaurina, en la recuperacion del
metabolismo tras la descongelacion, como lo sugieren Renard y col. (1996) para la
glutamina en el espermatozoide humano. En el gallo, la adicion de 0-5 mM/L de taurina al

semen fresco incubado a 25 y 40°C no afecto la motilidad in vitro (Barna y col., 1998).

Los estudios previos que han conducido a las actuales técnicas de dilucion,
procesamiento y congelacion de semen de perro han resultado en la utilizacion de
concentraciones Optimas de glicerol, yema de huevo y azucares. Los diluyentes
preconizados actualmente para la conservacion de semen de perro proporcionan tasas
de supervivencia bastante satisfactorios (Linde-Forsberg, 2002). Este hecho permite solo
pequefias mejoras en la estabilizacion de la membrana y el tiempo de supervivencia pos-

descongelacion.

Sin embargo, la deteccidn de taurina e hipotaurina en tracto reproductivo del perro
(Van der Horst y Grooten, 1966), hace sospechar que estos aminoacidos tengan alguna
funcién en la fisiologia reproductiva del perro. Aunque su adicion a los diluyentes de
congelacion de semen de perro no parece aportar efectos beneficiosos visibles en la
motilidad, aunque a partir de las 2h postdescongelacion el medio 25H muestra los

menores valores de ALH (estadisticamente significativos).

En la segunda parte del experimento 4 (experimento 4.2.) hemos evaluado la
respuesta a la induccién de la reaccién acrosémica (RA) mediante incubacion calcio
ionéforo con el fin de detectar la existencia de diferencias en la capacidad de presentar
capacitacion y reaccion acrosémica de los espermatozoides criopreservados en los

diluyentes estudiados en la primera parte del experimento.
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La capacidad del espermatozoide experimentar una reaccidbn acrosomica
completa esta significativamente relacionada con el estado de fertilidad y se encuentra
deprimida o incluso ausente en casos de subfertilidad (Cummins y col., 1991). Estudios
con espermatozoides bovinos también encontraron correlacion significativa entre la
capacidad de reaccionar mediante incubacién con calcio ion6foro con la tasa de no
retorno al celo después de la inseminacion (Whitfield y Parkinson, 1995). En Andrologia
Humana esta prueba presenta un valor predictivo de la fertilidad comparable al test de

penetracion de ovocitos de hamster (Cummins y col., 1991).

La disminucion de la fertilidad con la utilizacién del semen preservado puede
incluir alteraciones prematuras de tipo-capacitacion que pueden disminuir la longevidad
espermatica por la activacién de los procesos metabdlicos celulares (Pommer y col.,
2002). Los procesos de conservacion son, por si mismos, responsables por la induccion
de alteraciones en la estabilizacion de la membrana que cursan con capacitacion precoz
(Watson, 1995; Cormier y col., 1997). El espermatozoide canino muestra sefiales de

capacitacion prematura asociadas a la criopreservacion (Rota y col., 1999a).

La evidencia de que la composicion del diluyente afecta la incidencia de RA
también fue estudiada en el espermatozoide de perro (Sirivaidyapong y col., 2000; Iguer-
Ouada y Verstegen, 2001a); habiendo observado Sirivaidyapong y col., (2000) que,
concretamente, los medios diluyentes con elevada concentracién de calcio estaban
asociados con un mayor porcentaje de RA. También en el caballo fueron identificados
diluyentes utilizados en la conservacion del semen que pueden contribuir a la reduccion
de la motilidad, longevidad y fertilidad por induccién de una capacitacion precoz (Pommer
y col., 2002).

El diluyente base utilizado en este estudio, que contiene fructosa como fuente de
energia, tris y acido citrico que contribuyen al tamponamiento fisiolégico y a la proteccion
celular, es conocido por proporcionar una buena preservacion de la estructura acrosomal,
probablemente por tratarse de un medio con bajos niveles de calcio (Sirivaidyapong y
col., 2000). La presencia de yema en el diluyente presenta un efecto protector adicional,
reduciendo las RA (Iguer-Ouada y Verstegen, 2001a). Los diluyentes del experimento
contienen también 0,5% de Equex-STM Paste. Ademéas de las caracteristicas
beneficiosas del Equex en la motilidad y preservacion de la longevidad el espermatozoide
de perro pos-descongelacion, estan descritos otros efectos de este compuesto, que
incluyen un impacto beneficioso en la capacidad del espermatozoide unirse a la zona

pellucida (Strém Holst y col., 2000) y el aumento del Ca* intra-celular (Pefia y col.,
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2003a,b). Sin embargo, la elevada supervivencia de las muestras hace prever que este
aumento de calcio intracelular no resulta nefasto para el espermatozoide, probablemente
por no haber conseguido el umbral necesario para la RA o porque el mecanismo de

supervivencia esté asociado a otros aspectos (Pefia y col., 2003a,b).

Entre los dafios inducidos por la criopreservacion en el espermatozoide de perro
las alteraciones acrosomales son observadas con elevada frecuencia (Oettlé, 1986a),
presentando alteraciones en su morfologia, pudiendo éste presentarse hinchado y
rarefacto y, en algunos casos, con las membranas vesiculadas (Rodriguez-Martinez y
col., 1993). La integridad del acrosoma debe ser preservada durante el manejo,
previamente y durante la IA o FIV, ya que un acrosoma previamente reaccionado deja de
poder penetrar la zona, siendo también cierto que los medios de procesamiento y
preservacion deben prevenir alteraciones de esta estructura, pero manteniendo la
capacidad del espermatozoide de sufrir RA fisiolégicas en el momento de la fecundacion

(Sirivaidyapong y col., 2000).

La RA es una paso esencial a la fecundacion, esta reaccion implica la fusion de la
membrana acrosomal externa con la membrana plasmatica; la consecuente liberacion de
las enzimas acrosomales facilitan el paso del espermatozoide a través de las superficies
de la granulosa y la zona pellucida (Bedford, 1970). Esta reaccién puede ser inducida in
vitro a través de la exposicion a varios inductores. Asi, en distintas especies se ha
utilizado dilauroil-fosfatidilcolina (PC12) (Nolan y col., 1992), heparina (Christensen y col.,
1996; Pereira y col., 2000; Alm y col., 2001), cafeina (Pereira y col., 2000), calcio ion6foro
(Cummins y col., 1991; Whitfield y Parkinson, 1995; Christensen y col.,, 1996;
Januskauskas y col., 2000; Pereira y col., 2000; Alm y col., 2001; Pommer y col., 2002).
En comparacion con inductores como la cafeina y la heparina, el calcio ion6foro fue el
que mejor indujo la RA in vitro en espermatozoides descongelados en bovinos y caprinos
en los momentos analizados (1, 15 y 30 min de incubacién con el calcio) (Pereira y col.,
2000). Por otra parte, la integridad de la cromatina espermatica queda mejor preservada
tras incubacion con calcio ionéforo que con heparina, en muestras frescas y
criopreservadas (Alm y col., 2001). En el espermatozoide de perro, la heparina no ejercio

ninguno efecto capacitante cuando se adicionaba al CCM (Pefia y col., 2003b).

El calcio ion6foro es un compuesto que suele ser utilizado para inducir RA no
fisiologicas favoreciendo el equilibrio de la concentracion intra y extra-celular de calcio
(por activacion de los canales de calcio en la membrana plasmatica) en el

espermatozoide (Sirivaidyapong y col., 2001b). En ausencia de calcio en el medio de
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incubacion no se detectaron RA tras la incubacion con el calcio ionéforo; pareciendo
necesaria una concentracion extracelular de calcio de 0,1 mM para obtener una correcta
induccién de la RA con calcio ion6foro, una concentracion mas elevada parece ser nociva

al espermatozoide (Szasz y col., 1997).

La induccion exitosa de la RA puede ser valorada por penetracion de ovocitos in

vitro o por la utilizacion de técnicas diferenciales de tincidn (Pereira y col., 2000).

En el espermatozoide de perro, han sido utilizados inductores de la RA como la
progesterona (Sirivaidyapong y col., 2001b), CCM (Mahi y Yanagimachi, 1978; Kawakami
y col.,, 1993b), CCM suplementado con fluido del oviducto (Kawakami y col., 1998),
solucion de bicarbonato de Krebs-Ringer modificada (TYH) (Shimazu y col.,, 1992),
ovocitos o0 zona pellucida homdloga (Kawakami y col., 1993a; Hewitt y England, 1997,

Mayenco-Aguirre y Pérez-Cortés, 1998; Sirivaidyapong y col., 2000; Brewis y col., 2001).

En nuestro experimento, el tratamiento del semen descongelado con calcio
ion6foro A23178 resultd en aumento significativo (p=0,000) del porcentaje de
espermatozoides con RA verdadera directamente proporcional a las concentraciones
empleadas de ion6foro (OuM vs 2,5uM vs 10uM), en los distintos tiempos empleados.
Por otra parte, el factor tiempo ha sido también significativo cuando se relaciona con la
concentracion de ionéforo, para 5 vs 30 min, observandose un incremento significativo
del porcentaje de RA verdadera para concentraciones de OuM (p=0,027) y para
concentraciones de 2,5uM (p=0,000). Para concentraciones de 10uM que si bien obtiene
el mayor porcentaje de RA en células vivas, éste no se veé significativamente aumentado
con el tiempo de incubacion, viéndose incluso disminuido de 15 a 30 min. La tincion
simultanea para la viabilidad e integridad acrosomal mediante PI/Fitc-PNA ha permitido
determinar si las reacciones acrosémicas son verdaderas o si se deben a pérdida
degenerativa del acrosoma por muerte de la célula durante la incubacion. La utilizacion
de la citometria de flujo permitio el andlisis detallado de eventos en cada célula

individualmente (Nolan y col., 1992).

Previamente a la incubacién con el calcio iondforo, la capacitacion de los
espermatozoides fue inducida in vitro mediante incubacién con medio CCM modificado
(Mahi y Yanagimachi, 1978; Guérin y col., 1999). El periodo de tiempo seleccionado para
inducir el inicio de la capacitacion (20 min), fue seleccionado tras observaciones previas
en las que se apreciaba una ligera alteracion del movimiento celular y coincidiendo con el
tiempo elegido por Gémez-Cuétara Aguilar (2000) para el semen equino. Sin embargo,
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trabajos en capacitacién de semen de perro indican periodos de capacitacion mas largos
(Pefa, 2004), e incluso, otros autores no han observado la presencia de un patrén tipico
de ‘hiperactivacion’ a lo largo del periodo de incubacion de semen fresco en el CCM
(Guérin y col., 1999). A diferencia de estos trabajos, nosotros hemos realizado esta
incubacion en tubos colocados en bafio de agua y protegidos de la luz, pero sin una

atmaosfera con 5% de CO2 (Mayenco-Aguirre y Pérez-Cortés, 1998).

Otros autores refieren que la capacitacion del semen de perro pos-refrigeracion y
pos-congelacién se inicia mas precozmente que la capacitacion de semen fresco (Rota y
col., 1999a), ocurriendo en las primeras 2 h de incubacién en CCM, al revés del semen
fresco que tarda 4h (Rota y col., 1999a), 2 y 3h (Mayenco-Aguirre y Pérez-Cortés, 1998;
Guérin y col., 1999), e incluso 4-7 h de incubacion (Shimazu y col., 1992; Kawakami y
col., 1993a). Si ya algunos autores observaron espermatozoides capacitados con 2 horas
de incubacién para semen fresco, parece bastante razonable que los espermatozoides

descongelados necesiten tiempos sensiblemente reducidos.

El porcentaje de espermatozoides matiles, medido visualmente a los 0" y 20" de
incubacion en CCM no sufrié alteraciones importantes en este periodo. Asimismo, el
porcentaje de espermatozoides reaccionados tras la preincubacion en CCM e incubados
a continuacién en 0 uM de iono6foro de calcio, durante 5, 15 y 30 minutos mas, es
bastante reducido, lo que sugiere que el CCM, ademés de preservar la motilidad, no
induce RA espontaneas, ya observado Guérin y col. (1999). Asi hemos encontrado un
porcentaje de RA al momento “5 minutos” tras descongelacion e incubaciéon en CCM con
0 uM de iondforo de calcio bastante reducida en todos los diluyentes, 5%. Otros estudios
indican porcentajes algo mas elevados; 9% con semen fresco en el momento 0 de
incubacién en el medio de capacitacion TYH (Shimazu y col., 1992), y 14% en el
momento O de incubacion con 5 uM de iondforo, semen fresco de la cola del epididimo
(Sirivaidyapong y col., 2001b). El hecho de haber utilizado el diluyente suplementado con
Equex® como diluyente-base, conocido por preservar particularmente bien la integridad
del acrosoma tras la descongelacion (Tsutsui y col., 2000b) puede ser la razén para esta
diferencia. Por otra parte, la incubacién con ionéforo a tiempo 0 (Sirivaidyapong y col.,
2001b) ya supone un tiempo minimo de 1 a 3 minutos de contacto con el ionéforo,
necesario para el simple manejo de tomar la muestra para tincién, que puede incrementar
el porcentaje de RA observado frente a semen capacitado que no ha tenido contacto con
concentracién alguna de ionéforo, y que en nuestro trabajo hemos estimado de 5

minutos.
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La RA fue inducida en nuestro trabajo en el espermatozoide descongelado de
perro utilizando modificaciones de métodos previamente descritos (Guérin y col., 1999;

Januskaukas y col., 2000; Gomez-Cuétara Aguilar, 2000).

La incubacion de las muestras con calcio ionéforo se realizo a 38°C ya que esta
temperatura resulta mas favorecedora a las RA que 20°C (Sirivaidyapong y col., 2001b).
La capacitacién in vitro suele hacerse en ambiente hUmedo y en presencia de 5% de
CO,, en incubadora (Shimazu y col., 1992; Kawakami y col., 1993a,b; Rota y col., 1999a;
Pommer y col.,, 2002; Pefia y col., 2003b). Por otra parte, debido a los efectos
perjudiciales que la incubacién en bicarbonato de sodio provoca en la motilidad del
espermatozoide canino (Guérin y col., 1999), no lo hemos incorporado en el medio,
siendo este sustituido por tris; por otra parte, el bicarbonato de sodio parece innecesario
cuando no se utiliza incubadora de CO2 ya que esta descrita la uniéon a zona en ausencia

del mismo (Mayenco-Aguirre y Pérez-Cortés, 1998).

La BSA es un componente presente en los medios de capacitacion, pero para
evitar la intensa coloracion del fondo que esta origina en las extensiones, algunos autores
optan por remplazarla por alcohol polivinilico (Christensen y col., 1996). En nuestro
experimento mantuvimos la concentracion de BSA preconizada por Mahi y Yanagimachi
(1978).

En los trabajos de Pommer y col. (2002) en la induccion de semen fresco de
equino, ha sido utilizado 1 uM de calcio ion6foro, tal como Whitfield y Parkinson (1995) y
Januskauskas y col. (2000) en el semen descongelado de toro. Por su parte, Pereira y

col. (2000) han utilizado 0,1 mM en el espermatozoide de bovino y caprino.

En el espermatozoide de perro, se encuentra descrita su utilizaciéon en la
induccién de la RA en semen fresco (Szasz y col.,, 1997), donde entre las distintas
concentraciones de calcio iono6foro estudiadas (0,05, 0,25, 0,5, 1, 25y 5 uM) se
observé una buena respuesta con la utilizaciéon de 2,5 uM, concentracion utilizada en los
estudios siguientes de este equipo (Szasz y col., 2000b). Mientras, Hewitt y England
(1998), tal como Guérin y col. (1999) y Brewis y col. (2001) utilizaron con éxito 10 uM,
también con semen fresco. Otro estudio refiere la utilizacién de 5 uM, con la cual fue
obtenida RA en los espermatozoides de la cola del epididimo (Sirivaidyapong y col.,

2001b), mientras que los espermatozoides de origen testicular, de la cabeza y cuerpo del
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epididimo no han exhibido RA, lo que sugiere que el espermatozoide debe obtener un
cierto grado de maduracién para poder responder al influjo de calcio y sufrir RA.

Cuando es comparado con células control, el tratamiento con el calcio ionéforo
suele inducir una marcada y significativa disminucion de la motilidad (Pommer y col.,
2002) y viabilidad (Christensen y col., 1996). El masivo influjo de calcio puede ser nocivo
al espermatozoide descongelado, que ya se encuentra desestabilizado en sus estructuras
y funciones por la congelacién y descongelacion (Alm y col., 2001). Los trabajos de Szasz
y col. (2000b) evidenciaron que el tratamiento con calcio ionéforo resulté en la
disminucion de la vitalidad del espermatozoide de perro que varié entre 20-70% (n=9),
pero bastante mas marcada fue la disminucién de la motilidad, indicando que la motilidad
es mas sensible a los tratamientos con calcio ion6foro que propiamente la induccién de la
RA. Sin embargo, en la incubacién con el medio de bicarbonato de Krebs modificado no

ha sido inducida una disminucién significativa de la motilidad (Shimazu y col., 1992).

En nuestro trabajo la viabilidad fue mantenida dentro de valores bastante
aceptables sin diferencias significativas entre el porcentaje de células tefiidas/no tefiidas
con PI, segun la concentracion de ionoforo y el tiempo de tratamiento. Sin embargo, las
muestras con ionéforo perdian la motilidad casi instantaneamente. Pefia y col. (2003b;
2004) refieren un efecto letal rapido de las lectinas PSA y PNA en la viabilidad cuando
estas son adicionadas a espermatozoides descongelados y capacitados (que han sido
previamente centrifugados y rediluidos en CCM). Estos autores desconocen los motivos
de este hecho, que, sin embargo, no fue evidenciado en nuestro trabajo, probablemente
por haber sometido los espermatozoides a breves periodos de capacitacion y de

induccién de la RA y no haberlos centrifugado previamente.

En nuestro trabajo, el porcentaje de espermatozoides que sufrieron RA varié con
la concentracion de ionoforo y la duracion de la incubacién. La concentracion de calcio
ionoforo que ha inducido mayor proporcién de RA “verdaderas” en el experimento fue de
10 uM, en especial, a los 15 min de incubacién. Sin embargo, a los 30 min de incubacion,
la proporcién de espermatozoides reaccionados fue inferior a la de 15 min, (37,92%
versus 45,09%; n=35) y incluso de 5 min (42,8%; n=35), lo que sugiere que 15 min de
incubacién han sido los més adecuados para esta concentracién de ionéforo (o que los
30 min hayan sido “excesivos”). Al revés, con 2,5 uM de ionoéforo la proporcion de RA fue

aumentando a lo largo de los 30 min de incubacion.

Nuestros resultados “maximos” de RA (45,09%, con 10 uM de ionéforo, 15 min de
incubacién) coinciden con los de Christensen y col. (1996), que refieren 44 y 45% de RA
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tras incubacion de semen fresco de equino con 1y 10 uM de A23187 durante 60 min. Sin
embargo, nuestros porcentajes de RA con 10 uM resultaron inferiores a los de Guérin y
col. (1999), que obtuvieron 79,6% de RA con 10 uM de iondforo tras 30 min de
incubacién y 6 h de capacitacion en CCM (n=8) y no observaron el declive en el
porcentaje de RA a lo largo de la incubacion, con esta concentracion de ionéforo. Debe
tenerse en cuenta que en este experimento se trataba con espermatozoides frescos y
ademés el periodo de capacitacion (6h) y el método de deteccion de la RA fueron
distintos (tincion CTC), de modo que la viabilidad del espermatozoide no fue evaluada, ya
que la tincién con CTC por si sola, no permite la evaluacion simultdnea de la viabilidad.
Por otra parte, Aim y col. (2001) constataron un mayor porcentaje de RA con calcio
iondforo en semen fresco que en criopreservado (54,4 versus 31,7%, respectivamente), a
pesar de que es unanimemente reconocido que los procesos de preservacion aceleran la
capacitacion y la RA (Pérez y col., 1996; Cormier y col., 1997; Rota y col., 1999a); sin
embargo, también creemos necesario tener en cuenta que los procesos de congelacion y

descongelacion incrementan el porcentaje de células muertas.

No existen demasiados datos relativos a la respuesta de la induccion a la RA con
calcio iondforo en semen descongelado de perro, lo que dificulta la comparacion de los
resultados de nuestra investigacion. Tan solo hemos encontrado la referencia de Pefa y
col. (2004) quienes refieren un porcentaje superior al 80% de RA tras 2, 8 y 24 h de
incubaciéon en CCM vy, a continuacién, 20 min con 1uM de ionoéforo, interpretando la
deteccion de RA mediante tincion de eosina-nigrosina; lo que supone condiciones
experimentales diferentes a las nuestras. Comparando nuestros resultados con los
obtenidos en otras especies, nuestros porcentajes han sido superiores a las que refiere
Pereira y col. (2000), que obtuvieron 20 y 24% de RA en espermatozoides
descongelados de bovino y caprino tras 30 min de incubacion en calcio ionéforo. Alm y

col. (2001) obtuvieron 31,7% de RA en el espermatozoide descongelado de caballo.

En general, para ambas concentraciones de calcio ionéforo estudiadas no han
existido diferencias entre los distintos diluyentes y el control, lo que sugiere que los
aminoacidos no han inducido cambios en el estado de capacitacion de los
espermatozoides criopreservados, excepto en el medio UE 50T (p=0,05) a los 15 min de
incubacion con 2,5 uM de calcio iono6foro, presenta el mayor porcentaje obtenido. El
efecto de los aminoacidos en el estado de capacitacibn de espermatozoides
descongelados no habia sido todavia estudiado, aunque los diversos estudios realizados

con estos aminoacidos han sugerido un papel en la manutencion y estimulacion de la
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capacitacion y/o la RA (Mrsny y col., 1979; Meizel y col., 1980; Fraser, 1986) y de la
fecundacion in vitro (Leibfried y Bavister, 1981). Estos trabajos se refieren a condiciones
de incubacion in vitro con espermatozoides frescos, sin existencia de previo proceso de
conservacion. Entre las alteraciones inducidas en las funciones y estructuras del
espermatozoide tras la congelacion y descongelacion (Watson, 1995; 2000), se puede
destacar la rapida acumulaciéon de Ca®** en el citosol de los espermatozoides
descongelados, debido a una menor eficacia en la capacidad de extrusion (Bailey y col.,
1994), lo que puede haber influido en la ausencia de observacion de los efectos
beneficiosos de los aminoacidos. También puede suceder que los aminoacidos no
interfieran particularmente en la movilizacion de calcio intra-celular de perro, como

mostraron Barna y col. (1998) en el espermatozoide de gallo.

Un estudio en el perro refiere que el porcentaje de espermatozoides frescos que
sufrieron RA inducida por el calcio ionéforo (durante 60 min) sin capacitacion previa
presenta una correlacion positiva con el porcentaje de espermatozoides con dafios
acrosomales observados pos-descongelacion (Szasz y col., 2000b). Esto sugiere que la
descongelacion del espermatozoide de perro origina un proceso similar al que sufren los
espermatozoides frescos cuando se induce la RA con el ion6foro de calcio. Ademas en
este trabajo, el grado de recuperacién de la motilidad tras la criopreservacion pudo ser
previsto por el grado de deterioro de la membrana plasmatica del espermatozoide tras el

tratamiento con el iondforo en el espermatozoide fresco.

En nuestro experimento, tras un breve periodo de capacitacion que consideramos
se continda durante el periodo de incubacién con ion6foro, hemos constatado que en la
incubacién con OuM de calcio ionoforo (control, que nos indica las tasas de RA
espontaneas), los diluyentes UE 50H y 75H presentan una mayor tendencia a la RA a lo
largo del tiempo, pero sin diferencias significativas. EI aumento de calcio intra-celular que
el Equex® suele inducir naturalmente en el espermatozoide parece asi no ser suficiente
para inducir la RA, como ya lo sefialaron Pefa y col. (2003 a,b) que observaron una
considerable longevidad en espermatozoides incubados en CCM. Sin embargo, con la
incorporacién de calcio ion6foro en el medio, el control y diluyentes con aminoacidos
reaccionaron de manera semejante; aunque observamos que el medio UE 50T a 15 min
de incubacién con 2,5 uM present6 el mayor porcentaje de RA (p=0,05). Ademas de los
factores ya citados que pueden justificar la ausencia de diferencias estadisticas entre la
RA obtenida con los distintos diluyentes, puede existir la posibilidad de que en presencia

de una mayor cantidad de calcio intra-celular inducida por el calcio ion6foro a dosis
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elevadas, el diluyente control que hasta un cierto umbral no induce RA, puede dar lugar
una considerable tasa de RA verdaderas.

A pesar de no existir diferencias significativas con el medio control, podemos
observar una menor tendencia a la RA en algunos medios con determinadas
concentraciones de aminoacidos tras la induccion con ionoforo de calcio. Con excepcion
del diluyente UE 50 T a los 5 y 15 min de incubacion con 2,5uM de iono6foro de calcio
presenta alrededor de un 5% mas de RA que el grupo control, el resto de los diluyentes
presentan un porcentaje algo menor de células vivas reaccionadas con relacién al grupo
control; alcanzandose una reduccion del 19-21% para los espermatozoides congelados
con los diluyentes UE 75T, UE 25H y UE 50H a los 15 min y del 22% en el diluyente UE

75T pasados 30 minutos.

Cabe destacar, por ultimo, que hemos obtenido en nuestro trabajo correlaciones
positivas y significativas entre la motilidad espermatica durante el periodo de capacitacion
y la respuesta a la reaccion acrosémica inducida por el ion6foro de calcio. Por otra parte,

existio elevada correlacion para el marcaje con 2 lectinas distintas (PNA y PSA).
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1. La suplementacién con taurina al medio tris-yema, bajo condiciones de
refrigeracion para el semen canino, proporciona solo ligeras mejoras de la motilidad
espermatica. La adiciéon de 30mM de Taurina ha permitido rebajar al 5% el porcentaje de
yema, sin diferencias significativas con el medio control hasta el dia 7. Solamente se han
observado diferencias significativas entre los diluyentes que contienen un 20 y un 10% de

yema, para la motilidad total estimada visualmente los dias 2 y 3.

2. El marcaje con clortetraciclina permite establecer diferencias estadisticas para
el patron AR de espermatozoides refrigerados en diluyentes con 20% de yemay 0, 30 y
50mM de Taurina, siendo el diluyente con 30mM el que induce mayor porcentaje en

menor tiempo (14,67%, el dia 3).

3. La utilizaciébn como crioprotector, para la congelacién del semen canino, de
etilenglicol al 4% presenta resultados similares de motilidad a los obtenidos con 8% de
glicerol; sin embargo, resulta perjudicial cuando se emplea al 8%. La adiciébn de Equex
STM Paste® a un diluyente con 5% de etilenglicol mejora los resultados frente al 4% de
etilenglicol o el 8% de glicerol. Sin embargo, el uso de etilenglicol no obtuvo mejores
resultados que el diluyente Uppsala Equex, el cual permite una mayor supervivencia

celular post-descongelacion.

4. La valoracion de la actividad mitocondrial del espermatozoide canino mediante
Citometria de Flujo tras tincion con Rodamina 123 asociada al Yoduro de propidium, ha
permitido establecer altas correlaciones con la valoracion de la vitalidad por tincion con
eosina-nigrosina y con la estimacion subjetiva de la motilidad. Esta prueba puede

considerarse como un valioso indicador de la viabilidad del semen.

5. La adicion de Taurina o Hipotaurina al medio de congelacion Uppsala Equex,
no ha influido significativamente en la motilidad espermatica; sin embargo, la adicién de
25mM de hipotaurina ha presentado un valor significativamente menor del factor ALH tras
2h en incubacién a 38°C, mientras que la adicion de 50mM de hipotaurina dio lugar a un
mayor % de células espontaneamente reaccionadas (PI-PSA+) inmediatamente a la

descongelacion y tras 1h:30’ en incubacién a 38°C.
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6. La adicion de 2,5y 10 uM de calcio ionéforo al semen canino descongelado e
incubado durante 20min en CCM a 38°C permitioé inducir un incremento de la reaccion
acrosomica verdadera (PI-PNA+) tras 5, 15 y 30 minutos mas en incubacién, frente a
OuM.

7. Fue posible observar diferencias en el porcentaje de reacciones acrosémicas a
los 15min de incubacion con 2,5uM de iondéforo, del diluyente con 50mM-Taurina, que
alcanz6 el mayor porcentaje, frente a los diluyentes con 75mM-Taurina, 25 y 50mM-
Hipotaurina y sin diferencias frente al diluyente control. Sin embargo, estos diluyentes
presentaban una reduccion del 19 al 21% en la reaccion acrosémica con relacion al
diluyente control; ademas para el diluyente UE 75T pasados 30 minutos, esta reduccion

alcanzaba el 22%.
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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue valorar los efectos que sobre la motilidad, integridad de la
membrana plasméatica y acrosomal, grado de capacitacién, reaccion acrosémica y actividad
mitocondrial, presenta la incorporacién de distintos crioprotectores a los diluyentes de refrigeracion

y congelacién del semen canino.

Para este fin se realizaron 4 experimentos, en los que los espermatozoides preservados
por refrigeracién y congelacién fueron analizados mediante métodos convencionales v,
dependiendo del experimento, pruebas complementarias de valoracién de la funcionalidad del
espermatozoide, incluyéndose: -motilidad determinada mediante el sistema informatico
SCA®2002, -integridad de la membrana plasmatica determinada por test de endésmosis o por
tinciébn con el fluorocromo yoduro de propididum (Pl) y tinciones de eosina, -integridad del
acrosoma determinada mediante la tincién especifica Spermac® o las lectinas fluorescentes de
Pisum sativum (PSA) y de Arachis hypogea (PNA), -estado de capacitacion con clortetraciclina
(CTC), -actividad mitocondrial por tincion con Rodaminal23 (R123) y -capacidad de
experimentar reaccidon acrosémica mediante incubaciéon con calcio ionéforo A23187 y lectinas
fluorescentes. Los resultados obtenidos para cada variable se correlacionaron entre si en cada
experimento. Para ejecutar estos experimentos, se utilizaron pools de semen obtenidos a partir de
la fraccion espermaética de distintos eyaculados provenientes de 19 perros entre los 2 y 7 afios de
edad, de distintas razas y con fertilidad anterior probada. La seleccion de los eyaculados se realizé
teniendo en cuenta una motilidad total superior al 80%, motilidad progresiva superior al 70% vy el

porcentaje de anomalias morfolégicas inferior al 20%.

En el experimento 1 se valord la incorporacion de aminoacidos al diluyente de
refrigeracién Tris-fructosa-acido citrico y 20% de yema (medio control) y se propuso la reducciéon
de la concentracion de yema. Los resultados sugieren que la suplementacién con taurina a 30 y
50mM proporciona solo ligeras mejoras de la motilidad espermatica y que la adicion de 30mM de
taurina ha permitido rebajar al 5% el porcentaje de yema, sin diferencias con el medio control
hasta el dia 7. Solamente se han observado diferencias entre los diluyentes que contienen un 20y
un 10% de yema, para la motilidad total estimada visualmente en los dias 2 y 3 (p<0,001). Se han
obtenido altas y significativas correlaciones entre los resultados de motilidad estimada visualmente
y mediante analisis informatico, al igual que con el test de hipo-ésmosis (r entre 0,703 y 0,976,
p<0,01). El marcaje con CTC permitié establecer diferencias significativas para el patrén AR de
espermatozoides refrigerados en diluyentes con 20% de yema y 0, 30 y 50mM de taurina, siendo
el diluyente con 30mM de taurina el que induce mayor porcentaje en menor tiempo (14,67%, en el
dia 3, p=0,007).

El segundo experimento se realizO para valorar la capacidad del etilénglicol como
crioprotector en el diluyente de congelacién del espermatozoide canino, alternativamente o

asociado al glicerol o la Pasta Equex®. La utilizacién de etilenglicol al 4% presenta resultados
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similares de motilidad a los obtenidos con 8% de glicerol; sin embargo, resulta perjudicial cuando
se emplea al 8% (p<0,05). La adicién de Equex STM Paste® a un diluyente con 5% de etilenglicol
mejora los resultados frente al 4% de etilenglicol o el 8% de glicerol (p<0,05). El uso de 5% de
etilenglicol y 0,5% de Equex-STM Paste no obtuvo mejores resultados que el diluyente Uppsala-
Equex (con 5% de Glicerol y 0,5% de Equex-STM Paste), que permite mayor supervivencia celular

post-descongelacion.

En el tercer experimento se compararon los resultados de evaluacion de la actividad
mitocondrial espermatica, realizada mediante citometria de flujo tras tincién con R123 asociada a
P1, con los de valoracion de la vitalidad por tincién con eosina-nigrosina y de la motilidad estimada
subjetivamente; pudiéndose establecer altas correlaciones entre ellos (r de 0,992 a 0,999,
p<0,01).

En el cuarto experimento se estudié el impacto de la suplementacion del diluyente de
congelacion Uppsala-Equex con los aminodcidos taurina o hipotaurina a 0, 25, 50 y 75mM en
distintos aspectos de las funciones espermaticas. No se obtuvo influencia significativa en la
motilidad espermatica; sin embargo, la adicion de 25mM de hipotaurina presentdé un valor
significativamente menor del factor ALH tras 2h en incubacién a 38°C (p=0,021), mientras que la
adicion de 50mM de hipotaurina dio lugar a un mayor % de células espontdneamente
reaccionadas (PI-PSA+) inmediatamente a la descongelacién y tras 1h:30’ en incubacién a 38°C
(p<0,001). También se ha valorado la capacidad del semen congelado con cada diluyente para
presentar capacitacion y reaccidn acrosomica in vitro, tras la incubacién con CCM y con calcio
ionoforo a distintas concentraciones: 0, 2,5 y 10uM. La adicion de 2,5 y 10uM de calcio ionéforo al
semen canino descongelado e incubado durante 20min en CCM a 38°C permitié inducir un
incremento de la reaccion acrosémica verdadera (PI-PNA+) tras 5, 15 y 30 minutos mas en
incubacion, frente a OuM (p<0,001). Fue posible observar diferencias (p=0,05) en el porcentaje de
reacciones acrosémicas a los 15min de incubacién con 2,5uM de ionéforo; alcanzando el diluyente
con 50mM-Taurina mayor porcentaje, frente a los diluyentes con 75mM-Taurina, 25 y 50mM-
Hipotaurina y sin diferencias frente al diluyente control. Sin embargo, estos diluyentes presentaban
una reduccién del 19 al 21% en la reacciéon acrosémica con relacién al diluyente control; ademas
para el diluyente UE 75T pasados 30 minutos, esta reduccién alcanzaba el 22%.
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SUMMARY

The aim of this work was to study the effects of different cryoprotectants used to refrigerate
and freeze dog spermatozoa on moatility, integrity of the plasmatic and acrosomal membranes, on

the acrosome reaction and the capacitation process, as well as on the mitochondrial activity.

Four experiments were carried out with this purpose, in which chilled (at 4°C) and frozen-
thawed spermatozoa were analysed for functionality by conventional methods and -depending on
the experiment- complementary methods, namely: -motility assessed by computerized-assisted
system analysis SCA®2002; -integrity of the plasmatic membrane determined by the endosmosis
test, by the fluorochrome probe propididum iodide (Pl) and by eosin-nigrosin staining; -integrity of
the acrosome membrane by the specific staining Spermac® or fluorescent lectins of Pisum sativum
(PSA) and of Arachis hypogea (PNA); -capacitation status with chlortetracycline staining (CTC); -
mitochondrial activity with the mitochondrial probe rhodaminel23 (R123) as well as -capacity to
undergo acrosome reaction by incubation with calcium ionophore A23187 and fluorescent lectins.
The results obtained with different variable were correlated, for each experiment. To carry out
these experiments, pools of the sperm-rich fraction of different ejaculates from 19 dogs aged
between 2 and 7 years of age, of different breeds and with proven previous fertility, were used. The
ejaculates utilized in the experiments were selected based on the following minimum requirements:
total motility higher than 80%, progressive motility above 70% and less than 20% abnormal sperm

forms.

In the first experiment the incorporation of amino acids to the tris-fructose-citric acid
extender-20% egg yolk (control extender) was evaluated and a reduction of the egg-yolk used in
the extender, was tested. The results show that incorporation of taurine at 30 and 50 mM
presented discrete beneficial effects on sperm motility and that the addition of taurine at 30mM
allows for a decrease of the concentration of egg yolk to 5% without detrimental effect on moatility,
during 7 days. The only differences between extenders containing 20% egg yolk and the equivalent
extender with 10% were on the visual motility in day 2 and 3 (p<0,001). There were high, significant
correlations between the results obtained by visual and computerized evaluation of the motility, as
well as with the endosmaosis test (r=0,703 to 0,976, p<0,01). Staining with chlortetracycline probe
evidenced significant differences in AR pattern in spermatozoa refrigerated in the extender with
20% yolk and 0, 30, and 50mM taurine; the extender with 30mM of taurine was the one that

induced higher percentages of AR, in a shorter period of time (14,67% in day 3, p=0,007).

The second experiment was carried out with the aim of evaluating the viability of using
ethylene glycol as a cryoprotectant in the freezing extender of canine semen, alternatively or
associated with glycerol and the Equex® Paste. The use of 4% ethylene glycol had similar results

to those generated with 8% glycerol; however, the use of ethylene glycol at 8% was harmful
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(p<0,05). The addition of Equex STM Paste to the extender with 5% ethylene glycol improved the
results in relation to 4% ethylene glycol or 8% glycerol (p<0,05). The use of 5% ethylene glycol and
0,5% of Equex-STM Paste was not better than the results obtained with Uppsala-Equex extender
(with 5% glycerol and 0,5% Equex-STM Paste), that allowed a longer post-thaw longevity.

In the third experiment the results of the evaluation of the sperm mitochondrial activity by
means of flow cytometry after R123-PI staining, were compared with those obtained with the
evaluation of vitality with eosin-nigrosin staining and visual assessment of motility. High

correlations between them were found (r=0,992 to 0,999, p<0,01).

In the fourth experiment, the impact on sperm function of supplementing the freezing
extender Uppsala-Equex with the amino acids taurine and hypotaurine at 25, 50 and 75 mM
concentrations was studied. The addition of taurine or hypotaurine to the Uppsala-Equex extender
did not influenced sperm maotility; however, the addition of 25mM of hypotaurine resulted in a lower
value of ALH after 2h thawing in incubation at 38°C (p=0,021), while the addition of 50mM of
hypotaurine originated a higher percentage of spontaneously reacted cells (PI-PSA+) immediately
after thawing and after 1h:30min of incubation at 38°C (p<0,001). We also studied the capacity of
spermatozoa frozen with each extender, to present in vitro capacitation and acrosome reaction
after incubation with CCM and with calcium ionophore in concentrations of 0, 2,5 and 10uM. The
addition of 2,5 and 10uM of calcium ionophore to the post-thaw canine sperm after 20min of
incubation with CCM at 38°C increased the induction of true acrosome reaction (PI-PNA+)
compared to OuM (p<0,001). For the 2,5uM ionophore concentration, differences of RA (p=0,05)
were only apparent at 15min of incubation, for extender 50mM-taurine extender, resulting in the
highest RA percentages, versus the 75mM-taurine, 25- and 50mM-hypotaurine extenders;
however, RA percentages were not different from the one obtained with semen frozen with the
control extender. Those extenders presented a reduction of 19 to 21% in the AR percentage in
relation to the control extender. In the UE75T extender this reduction reached 22% at 30min of

incubation.
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RESUMO

O objectivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da incorporacédo de varios crioprotectores
nos diluentes de refrigeracao e congelacéo de sémen canino a nivel da motilidade, integridade da
membrana plasmatica e do acrossoma, estado de capacitacdo, reaccdo acrossémica e actividade

mitocondrial.

Para tal realizaram-se 4 ensaios, nos quais 0s espermatozéides preservados por
refrigeracdo e congelacdo foram analisados mediante métodos convencionais e, dependendo do
ensaio, por provas complementares de avaliacdo da funcionalidade, tais como: -motilidade
determinada pelo sistema informatico SCA®2002, -integridade da membrana plasmatica avaliada
pelo teste de endosmose ou por coloragdo com o marcador fluorescente iodeto de propididum (PI)
ou por coloragdo com eosina, -integridade do acrosoma avaliada através da coloracao especifica
Spermac® ou com as lectinas fluorescentes de Pisum sativum (PSA) e de Arachis hypogea (PNA),
-estado de capacitacdo com clortetraciclina (CTC), -actividade mitocondrial por marcacdo com
Rodaminal23 (R123) e -capacidade de apresentar reaccdo acrossOmica mediante incubacao com
célcio ionoforo A23187 e lectinas fluorescentes. Os resultados obtidos para cada variavel foram
correlacionados entre si em cada estudo. Para executar estes trabalhos, utilizaram-se pools de
sémen obtidos a partir das fraccdes esperméticas de distintos ejaculados provenientes de 19 cées
de 2 a 7 anos, de distintas racas e com fertilidade anterior comprovada. A selec¢éo dos ejaculados
efectuou-se tendo em conta uma motilidade total superior a 80%, motilidade progressiva superior a

70% e uma percentagem de anomalias morfoldgicas inferior a 20%.

No primeiro ensaio avaliou-se a incorporacdo de aminodcidos no diluente de refrigeracao
Tris-fructose-4cido citrico e 20% de gema de ovo (diluente controlo) e propds-se a reducédo da
concentracdo de gema. Os resultados sugerem que a incorporacdo de taurina a 30 e 50mM
proporciona ligeiras acréscimos na motilidade e que a adicdo de 30mM de taurina permitiu diminuir
a 5% a percentagem de gema, sem diferencas com o diluente controlo até ao dia 7. Observaram-
se diferencas apenas entre os diluentes que contém 20 e 10% de gema, para a motilidade total
estimada visualmente nos dias 2 e 3 (p<0,001). Obtiveram-se elevadas e significativas correla¢cfes
entre os resultados de motilidade estimada visualmente e mediante analise informatica, assim
como com o teste de endosmose (r entre 0,703 e 0,976, p<0,01). A coloragdo com CTC permitiu
estabelecer diferencas significativas para o padrao AR dos espermatozéides refrigerados em 20%
de gema e 0, 30 e 50mM de taurina, sendo o diluente com 30mM de taurina o que induz maior

percentagem em menor tempo (14,67%, no dia 3, p=0,007).

O segundo ensaio realizou-se com o objectivo de avaliar a capacidade do etileno glicol
como crioprotector no diluente de congelacdo do espermatozoide canino, alternativamente o
associado ao glicerol ou a Pasta Equex®. A utilizacéo de etileno glicol a 4% apresenta resultados
de motilidade similares aos obtidos com 8% de glicerol; todavia, resulta prejudicial quando se
utiliza a 8% (p<0,05). A adicdo de Equex STM Paste® ao diluente com 5% de etileno glicol

melhora os resultados em relacéo a 4% de etileno glicol o a 8% de glicerol (p<0,05). O uso de 5%
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de etileno glicol com 0,5% de Equex-STM Paste ndo proporcionou melhores resultados que o
diluente Uppsala-Equex (5% de Glicerol com 0,5% de Equex-STM Paste), que permitiu uma maior

sobrevivéncia celular pés-descongelacéo.

No terceiro ensaio compararam-se o0s resultados da avaliagdo da actividade mitocondrial
espermatica, realizada com citometria de fluxo apés coloracdo com R123 associada ao Pl, com os
de avaliacdo da vitalidade por coloracdo com eosina-nigrosina e da motilidade estimada
subjectivamente; podendo estabelecer-se elevadas correlagbes entre si (r de 0,992 a 0,999,
p<0,01).

No quarto ensaio estudou-se o0 impacto da suplementacdo do diluente de congelacéo
Uppsala-Equex com os aminoacidos taurina ou hipotaurina a 0, 25, 50 e 75mM em distintos
aspectos das funcbes espermaticas. Ndo se obteve influéncia significativa na motilidade
espermatica; no entanto, a adicdo de 25mM de hipotaurina apresentou um valor significativamente
inferior do factor ALH ap6s 2h em incubagéo a 38°C (p=0,021), enquanto que a adi¢do de 50mM
de hipotaurina deu lugar a uma maior % de células com reaccdo acrossdmica espontanea (PI-
PSA+) imediatamente apdés a descongelagdo e apos 1h:30' em incubacdo a 38°C
(p<0,001). Também se avaliou a capacidade do sémen congelado em cada diluente para
apresentar capacitacdo e reacc¢ao acrossémica in vitro, apos a incubacédo com CCM e ionéforo de
célcio em distintas concentrac@es: 0, 2,5 e 10uM. A adicéo de 2,5 e 10uM de ionéforo de calcio ao
sémen canino descongelado e incubado durante 20min em CCM a 38°C permitiu induzir um
incremento da reaccéo acrossdmica verdadeira (PI-PNA+) apos 5, 15 e 30 minutos em incubacao,
comparativamente a OuM (p<0,001). Foi possivel observar diferengas (p=0,05) na percentagem de
reacgbes acrossOmicas aos 15min de incubacdo com 2,5uM de iondéforo; alcancando o diluente
com 50mM-Taurina a maior percentagem, em relacdo aos diluentes com 75mM-Taurina, 25 e
50mM-Hipotaurina e sem diferengcas em relacdo ao diluente controlo. No entanto, estes diluentes
apresentaram uma reducdo de 19 a 21% na reacc¢do acrossémica em relacdo ao diluente controlo;

em concreto, no diluente UE 75T, apds 30 minutos, esta reducdo alcancava 22%.
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